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STET Saccharose-Tris-EDTA-Triton X-100 
T Thymin 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
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TE Tris-EDTA 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
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thal, Thal Halogenasegen, Halogenase aus Streptomyces albogriseolus 
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Tm Schmelztemperatur 
TNE Tris-Natriumchlorid-EDTA 
tR Retentionszeit 
tra Transfergene 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA engl.: transfer RNA 
TStr Temperatur der Stringenzwaschschritte 
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X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid 
Y Symbol für gemischte Basen (C+T) 
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1 Einleitung 
1.1 Halogenierte Verbindungen 
Halogenierte Verbindungen sind ein Bestandteil unseres Lebens. Einige der von der 
chemischen Industrie hergestellten halogenhaltigen Produkte finden im privaten Bereich 
Anwendung, z. B. Polyvinylchlorid (PVC) in Fußbodenbelägen oder Fluorchlorkohlen-
wasserstoffe (FCKW) in Kühlgeräten, viele (z. B. Lösungsmittel) werden zu technischen 
Zwecken genutzt und andere, wie Fungizide, Herbizide und Insektizide, werden in der 
Landwirtschaft eingesetzt. Auch im medizinischen Bereich erweisen sich halogenierte 
Verbindungen, z. B. Antibiotika, als nützlich für uns. Dennoch kann nicht bagatellisiert 
werden, dass eine achtlose und übermäßige Anwendung industrieller Halogenverbindungen 
nicht vorhersehbare Umweltprobleme hervorrufen kann. So wurde der massive Einsatz von 
persistenten polychlorierten Kohlenwasserstoffen (z. B. Dieldrin, DDT und Lindan) als 
Insektizide stark kritisiert und auch die Gefährdung der Ozonschicht durch FCKW sowie die 
Gesundheitsschädlichkeit von Tetrachlordibenzodioxin in der Öffentlichkeit diskutiert. Immer 
wieder führen nicht objektive Betrachtung und fehlende kompetente Einschätzung solcher 
Probleme seitens der Medien dazu, dass die Chlorchemie in Verruf geraten ist und chlorierte 
Verbindungen im allgemeinen von den meisten Menschen als künstlich, umweltschädlich 
und giftig angesehen werden (NAUMANN, 1993). 
Doch auch in der Natur werden halogenierte Verbindungen synthetisiert. Schon lange bevor 
die Menschheit existierte, gab es halogenierte organische Stoffe. Zum Beispiel wurden in 
35000 Jahre altem organischem Material Organochlor-, -brom- sowie -iodverbindungen 
nachgewiesen und die Analyse einer 300 Millionen Jahre alten Kohleprobe ergab, dass 
chlorierte Verbindungen enthalten waren (GRIBBLE, 1998). 
Durch natürliche abiogene Prozesse werden große Mengen halogenierter Substanzen 
freigesetzt. So entstehen bei Waldbränden Methylchlorid und -bromid sowie Dioxine 
(GRIBBLE, 1998) und die photochemische radikalische Chlorierung dieses natürlichen 
Methylchlorids in der Troposphäre führt zur Bildung von beachtlichen Mengen 
Tetrachlormethan (NAUMANN, 1993). In den Gasen tätiger Vulkane konnten ebenfalls 
verschiedene halogenierte Verbindungen nachgewiesen werden, die sich wahrscheinlich bei 
hohen Temperaturen und Druck aus organischen Sedimenten und Fluor- bzw. 
Chlorwasserstoff bilden (GRIBBLE, 1998).  
Auch die belebte Natur nutzt die Elemente Fluor, Chlor, Brom und Iod in zahlreichen 
Verbindungen. Der erste Halometabolit, die Iodgorgosäure (später von HENZE (1907) als 3,5-
Diiodtyrosin identifiziert; Abb. 1) wurde bereits 1896 aus der Koralle Gorgonia cavolinii 
(DRECHSEL, 1896) und acht Jahre danach ein chlorierter Metabolit, das Diploicin (Abb. 1), 
erstmals aus einem Mikroorganismus, einer Flechte, isoliert (ZOPF, 1904). Aus Bakterien 
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gelang die Isolierung von halogenierten Stoffen erst wesentlich später; im Jahre 1947 
isolierten EHRLICH ET AL. Chlorampenicol (Abb. 1) aus dem Bodenbakterium Streptomyces 
venezuelae. Bis 1961 waren nur 29 natürliche Halometabolite bekannt (PETTY, 1961) und 
selbst Ende der 60er Jahre wurden solche noch als in der Natur selten vorkommend 
eingestuft (FOWDEN, 1968). 
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3,5-Diiodtyrosin                              Diploicin                                    Chloramphenicol  
Abb. 1: Strukturen der ersten bekannten, aus verschiedenen Organismen isolierten Halometabolite. 
 
Heute sind mehr als 3800 natürliche Organohalogenverbindungen bekannt, wobei die 
meisten von marinen Organismen (Bakterien, Pilze, Schwämme, Pflanzen und Tiere) 
gebildet werden. Aber auch terrestrische Organismen (Bakterien, Flechten, Pilze, Pflanzen, 
Insekten und höhere Tiere) synthetisieren halogenierte Metabolite (GRIBBLE, 2003). 
So verschieden die Produzenten solcher Verbindungen sind, so vielfältig sind auch deren 
chemische Strukturen. Die Palette reicht von einfachen aliphatischen und aromatischen 
Stoffen bis hin zu sehr komplexen Verbindungen. Die einfachsten Verbindungen, 
Halogenalkane, werden von marinen Algen synthetisiert. Die rote Alge Asparagopsis 
taxiformis z. B. produziert mehr als 100 Halogenverbindungen, wobei Bromoform (Abb. 2) 
das Hauptprodukt ist (GRIBBLE, 2003). Viele chlorierte Verbindungen werden von 
Cyanobakterien (blau-grüne Algen) hergestellt (BURJA ET AL., 2001), z. B. von der Gattung 
Nostoc linckia die strukturell schon anspruchsvolleren Nostocylophane (Abb. 2; CHEN ET AL., 
1991). In marinen Schwämmen wurden Halometabolite verschiedenster Strukturen, z. B. 
Fettsäurederivate, Pyrrole, Indole, Phenole, Terpene, Tyrosinderivate sowie Diphenylether 
und sogar Dioxine, gefunden (Gribble, 2003). Eines der beiden polybromierten Dioxine, das 
Spongiadioxin A, aus Dysidea dendyi (UTKINA ET AL., 2001) ist in Abb. 2 dargestellt. 
Strukturell besonders anspruchsvoll ist Chartellamid B (Abb. 2), das von der marinen 
Bryozoe Chartella papyracea synthetisiert wird (ANTHONI ET AL., 1987). Meeresschnecken 
produzieren eine Reihe bromierter und chlorierter Phenole, Chinone, Ether sowie Indole 
(GRIBBLE, 1998). Die davon wohl bekannteste Verbindung ist der antike Purpur, der schon in 
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der Antike als kostbarer Farbstoff galt und dessen chemische Struktur im Jahre 1909 von 
FRIEDLÄNDER als 6,6’-Dibromindigo (Abb. 2) identifiziert wurde. 
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Abb. 2: Beispiele halogenierter Metabolite aus marinen Organismen. 
 
Während die meisten der in marinen Organismen gefundenen Halometabolite bromiert sind, 
werden von terrestrischen Organismen bevorzugt chlorierte Verbindungen gebildet (VAN PÉE, 
1996). Das Spektrum der von Pilzen und Flechten produzierten Halogenverbindungen reicht 
von ganz einfachen, wie Chlormethan und Chloroform, bis hin zu sehr komplexen 
Substanzen (GRIBBLE, 2003). Griseofulvin (Abb. 3) wurde 1939 als eines der ersten 
chlorierten Antibiotika von OXFORD ET AL. aus dem Pilz Penicillium griseofulvum isoliert. 
Aus Bakterien sind bisher keine einfachen halogenierten Verbindungen bekannt; der Großteil 
der bakteriellen Halometabolite weist aromatischen Charakter auf und besteht aus 
kondensierten Ringsystemen oder besitzt eine komplexe Struktur (VAN PÉE, 1996). So z. B. 
das Glykopeptid Vancomycin (Abb. 3) aus Amycolatopsis orientalis (MCCORMICK ET AL., 
1955-56) – ein wirksames Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen, die durch 
methicillinresistente Erreger verursacht werden (WILLIAMS & BARDSLEY, 1999).  
Im Vergleich zu den marinen Pflanzen ist die Zahl der bekannten Halometabolite aus 
terrestrischen Pflanzen gering. Als Beispiel dafür kann die in Erbsenkeimlingen gefundene 
4-Chlorindol-3-essigsäure (Abb. 3) (MARUMO ET AL., 1968) aufgeführt werden. In höheren 
Tieren und im Menschen sind Halometabolite zwar selten vertreten, aber dennoch 
vorhanden (GRIBBLE, 2003), z. B. Epibatidin (Abb. 3) aus dem ecuadorianischen Baumfrosch 
Epipedobates tricolor (SPANDE ET AL., 1992) oder das menschliche Schilddrüsenhormon 
Thyroxin (Abb. 3; HARINGTON & BARGER, 1927). 
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Abb. 3: Beispiele chlorierter und jodierter Metabolite aus terrestrischen Organismen. 
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Alle aufgeführten Beispiele für Halometabolite aus verschiedensten Organismen enthalten 
entweder kovalent gebundenes Chlor, Brom oder Jod. Fluorierte Verbindungen kommen in 
der Natur nur sehr selten vor. Das weitverbreitetste natürliche Fluorprodukt ist 
Fluoressigsäure (Abb. 4), das von vielen Pflanzenspecies gebildet wird. Im Gegensatz dazu 
waren bis 1997 nur drei fluorierte Metabolite aus zwei Bakterienstämmen bekannt: 
Fluoressigsäure und 4-Fluorthreonin (Abb. 4) aus Streptomyces cattleya sowie Nucleocidin 
(Abb. 4) aus Streptomyces calvus (HAMILTON ET AL., 1997). 
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Abb. 4: Beispiele fluorierter Metabolite aus terrestrischen Organismen. 
 
Viele der natürlichen Halometabolite sind biologisch aktive Substanzen mit antibakteriellem 
oder fungizidem Wirkungsspektum oder sie besitzen Antitumorwirkung. Die Aktivität dieser 
Halogenverbindungen basiert nicht nur auf deren chemischen Grundstrukturen, sondern wird 
auch von der Art und Anzahl der gebundenen Halogenatome sowie deren Position im 
Molekül beeinflusst. Jedoch können dafür keine generell gültigen Regeln aufgestellt werden. 
Es scheint, dass der vom Organismus unter normalen Bedingungen gebildete Halometabolit 
der potenteste ist (VAN PÉE, 1996). 
Die Zahl der entdeckten natürlichen Halometabolite wird weiterhin rapide ansteigen, da das 
Interesse an neuen potentiellen Wirkstoffen und Leitstrukturen für die Entwicklung neuer 
Medikamente beständig wächst, was nicht zuletzt dem Problem der Zunahme und 
Verbreitung von Resistenzen und der damit verbundenen Unwirksamkeit von Antibiotika 
geschuldet ist. Halogenverbindungen sind somit ein wichtiger Bestandteil unseres Lebens. 
 
1.2 Halogenierende Enzyme 
1.2.1 Hämhaltige Haloperoxidasen 
Das erste halogenierende Enzym wurde 1959 von SHAW & HAGER in dem Pilz 
Caldariomyces fumago bei Untersuchungen zur Caldariomycinbiosynthese entdeckt. Da 
dieses in Anwesenheit von Chloridionen und Wasserstoffperoxid die Chlorierung von 
β-Ketoadipinsäure zu δ-Chlorlevulinsäure katalysierte, wurde es als Chlorperoxidase (CPO) 
bezeichnet (SHAW & HAGER, 1961). Im zur Charakterisierung der CPO entwickelten 
Enzymtest wurde als Substrat Monochlordimedon verwendet, das strukturelle Ähnlichkeit 
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zum 2-Chlor-1,3-cyclopentandion (Abb. 5 B), einer Vorstufe des Caldariomycins (Abb. 5 A), 
besitzt und dessen CPO-katalysierte Umsetzung zu Dichlordimedon (Abb. 5 C) 
spektralphotometrisch verfolgt werden kann (MORRIS & HAGER, 1966; HAGER ET AL., 1966). 
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Abb. 5: Strukturen von Caldariomycin (A) und 2-Chlor-1,3-cyclopentandion (B) sowie CPO-
katalysierte Umsetzung von Monochlordimedon zu Dichlordimedon (C). 
 
Mit Hilfe dieses Standardenzymtests wurden weitere Haloperoxidasen in verschiedensten 
Organismen gefunden. Diese werden je nach dem elektronegativsten akzeptierten Halogen 
als Chlor-, Brom- oder Jodperoxidasen bezeichnet (NEIDLEMAN & GEIGERT, 1986). 
Das erste halogenierende Enzym aus Bakterien wurde 1984 entdeckt und im folgenden Jahr 
isoliert – eine hämhaltige Bromperoxidase aus dem Chloramphenicolproduzenten Strepto-
myces phaeochromogenes (VAN PÉE & LINGENS, 1984; VAN PÉE & LINGENS, 1985). 
Die hämhaltigen Haloperoxidasen enthalten als prosthetische Gruppe Protoporphyrin IX. Der 
Reaktionsmechanismus verläuft über die Oxidation des Eisenzentralatoms des Häms, wobei 
letztendlich als halogenierendes Agens hypochlorige Säure freigesetzt wird (Abb. 6; 
NEIDLEMAN & GEIGERT, 1986; VAN PÉE, 2001). 
 
Cl H
+
CPO-Fe CPO-Fe=O CPO-Fe-O-Cl CPO-Fe
+ H2O2
- H2O
+ +
- HOCl
A-H A-ClHOCl H2O+ +  
Abb. 6: Reaktionsmechanismus der hämhaltigen Haloperoxidasen. CPO-Fe: Chlorperoxidase mit 
dem Eisenion des Häm, CPO-Fe=O: Compound I, CPO-Fe-O-Cl: enzymgebundene 
hypochlorige Säure, A-H: organisches Substrat (VAN PÉE, 2001). 
 
1.2.2 Vanadiumhaltige Haloperoxidasen 
Die erste Nicht-Häm-Haloperoxidase wurde 1984 von VILTER aus der Braunalge 
Ascophyllum nodosum isoliert. Sie benötigt als Cofaktor Vanadium. Weitere Vertreter der 
vanadiumabhängigen Haloperoxidasen konnten bisher in Algen, Flechten und Pilzen 
nachgewiesen werden. Der Reaktionsmechanismus dieser Enzyme ähnelt dem der 
hämhaltigen Haloperoxidasen: Das Halogenidion wird unter Verbrauch von Wasserstoff-
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peroxid oxidiert und die anschließend freigesetzte hypochlorige Säure wirkt als 
halogenierendes Agens (Abb. 7; VAN PÉE, 2001). 
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Abb. 7: Reaktionsmechanismus der vanadiumhaltigen Haloperoxidasen. CPO-V: vanadiumhaltige 
Chlorperoxidase, CPO-V-O-O-H: Enzym-Vanadium-Peroxo-Komplex, CPO-V-O-Cl: enzym-
gebundene hypochlorige Säure, A-H: organisches Substrat (VAN PÉE, 2001). 
 
1.2.3 Bakterielle nicht-hämhaltige „Haloperoxidasen“ 
(Perhydrolasen) 
1986 wurde von WIESNER ET AL. erstmalig in einem Bakterium, dem Pyrrolnitrinproduzenten 
Pseudomonas pyrrocinia, ein Enzym entdeckt, das in Gegenwart von Wasserstoffperoxid 
chlorierende Aktivität besaß. Diese „Chlorperoxidase“ enthielt weder Häm als prosthetische 
Gruppe noch Metallionen oder andere Cofaktoren (WIESNER ET AL., 1988). Sequenz-
vergleiche verschiedener bakterieller Nicht-Häm-Haloperoxidasen zeigten, dass in diesen 
Enzymen eine für α/β-Hydrolasen typische katalytische Triade, bestehend aus einem Serin-, 
Histidin- und Aspartatrest, konserviert war (HECHT ET AL., 1994). PICARD ET AL. (1997) wiesen 
für zwei solche „Chlorperoxidasen“ auch Esteraseaktivität nach. Außerdem konnte 
halogenierende Aktivität nur in Anwesenheit von Acetat oder Propionat gefunden werden, 
aus welchen Persäuren gebildet wurden. Daraus wurde geschlossen, dass der 
Oxidationsaktivität dieser Enzyme eine ungewöhnliche Hydrolasereaktion, die Bildung von 
Peressigsäure aus Acetat und Wasserstoffperoxid, zugrunde liegt (Abb. 8; PICARD ET AL., 
1997; HOFMANN ET AL., 1998). 
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Abb. 8: Reaktionsmechanismus der bakteriellen Nicht-Häm-Haloperoxidasen. E-Ser-OH: Serinrest 
im aktiven Zentrum des Enzyms, E-Ser-O-Ac: Acetyl-Enzym-Intermediat, AcOH: Essigsäure, 
Ac-O-O-H: Peressigsäure, A-H: organisches Substrat (VAN PÉE, 2001). 
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1.2.4 FADH2-abhängige Halogenasen 
Haloperoxidasen und Perhydrolasen sind unspezifische Enzyme und können nicht an der 
Biosynthese bisher bekannter halogenierter Metabolite in Bakterien beteiligt sein. Dafür sind 
Enzyme, die subtratspezifisch und regioselektiv halogenieren können, wie die FADH2-
abhängigen Halogenasen, notwendig (VAN PÉE, 2001). So hatten die Zerstörung eines 
Bromperoxidase-Katalasegens im Chloramphenicolproduzenten Streptomyces venezuelae 
(FACEY ET AL., 1996) sowie die Zerstörung eines Perhydrolasegens im Pyrrolnitrin-
produzenten Pseudomonas fluorescens (KIRNER ET AL., 1996) keinen Einfluss auf die 
Biosynthese der Halometabolite Chloramphenicol bzw. Pyrrolnitrin. 
Bei der Klonierung des Chlortetracyclinbiosynthesegenclusters wurde erstmals das Gen 
eines chlorierenden Enzyms, das weder Ähnlichkeit zu den Haloperoxidasen noch zu den 
Perhydrolasen aufwies, identifiziert (DAIRI ET AL., 1995). Zwei weitere Halogenasegene, prnA 
und prnC, wurden im Pyrrolnitrinbiosynthesegencluster detektiert (HAMMER ET AL., 1997). 
Eines davon, prnC, zeigte hohe Homologie zum Halogenasegen der Chlortetracyclin-
biosynthese. HOHAUS ET AL. (1997) konnten für beide Halogenasen der Pyrrolnitrinbio-
synthese Substratspezifität nachweisen, wobei als natürliche Substrate Tryptophan für die 
erste Halogenase (PrnA, Trp-7-Hal) bzw. Monodechloraminopyrrolnitrin für die zweite 
Halogenase (PrnC, MCAP-3-Hal) eingesetzt wurden; als Cofaktor wurde den Enzymtests 
NADH zugegeben. Erstmals wurde ein nucleophiler Angriff des Chloridions am aktivierten 
Substrat als Mechanismus vorgeschlagen. Dabei sollte das Substrat in einer NADH-
abhängigen Reaktion epoxidiert und damit aktiviert werden. Der anschließende nucleophile 
Angriff des Chlorids würde zur Bildung eines Halogenhydrins führen, aus dem durch 
Wasserabspaltung das chlorierte Produkt entstehen könnte (HOHAUS ET AL., 1997). Während 
der Reinigung der Tryptophan-7-Halogenase fiel auf, dass im Enzymtest neben NADH noch 
FAD und eine zweite Enzymkomponente für die halogenierende Aktivität erforderlich waren. 
Bei der zweiten Enzymkomponente handelt es sich um eine Flavinreduktase, welche FAD 
mit NADH zu FADH2 umsetzt. Dieses reagiert anschließend mit molekularem Sauerstoff 
spontan zu Flavinhydroperoxid, das in der Lage ist, Doppelbindungen am aromatischen 
Substrat zu epoxidieren (KELLER ET AL., 2000).  
Ein anderer Mechanismus wurde von YEH ET AL. (2005) vorgeschlagen: Im Zwei-
komponentensystem sorgt ebenfalls eine NADH-abhängige Flavinreduktase für die 
Bereitstellung von FADH2, das mit molekularem Sauerstoff zu Flavinhydroperoxid oxidiert 
wird. Dieses wird durch ein Chloridion nucleophil angeriffen, wobei es zur Bildung eines 
FAD-Hypochlorit-Zwischenprodukts kommt. Das so aktivierte Chloridion wird anschließend in 
einem Zweielektronenmechanismus auf das aromatische Substrat übertragen und die 
Abspaltung eines Protons führt zum chlorierten Endprodukt. 
Einleitung 
9 
KELLER ET AL. (2000) und YEH ET AL. (2005) schließen auf Grund der Subtratspezifität und 
Regioselektivität der FADH2-abhängigen Halogenasen die Bildung von Hypochlorit als 
chlorierendes Agens aus, da dieses zu einer unspezifischen Chlorierung analog dem 
Mechanismus der Haloperoxidasen (1.2.1und 1.2.2) führen würde. 
Strukturuntersuchungen der Tryptophan-7-Halogenase (PrnA; DONG ET AL., 2005) zeigten 
jedoch, dass die FAD- und die Substratbindestellen im Enzym so weit voneinander entfernt 
liegen, dass sowohl eine Epoxidierung des Substrats durch FAD-Hydroperoxid, wie von 
KELLER ET AL. (2000) vorgeschlagen, als auch eine Reaktion von Substrat und FAD-
Hypochlorit-Zwischenprodukt (YEH ET AL., 2005) unwahrscheinlich ist. DONG ET AL. (2005) 
postulieren anhand ihrer Untersuchungen folgenden Mechanismus: Das in einer 
flavinreduktasekatalysierten Reaktion erhaltene FADH2 wird nach Oxidation mit molekularem 
Sauerstoff zum FAD-Hydroperoxid durch das nah positionierte Chloridion nucleophil 
angegriffen, wobei hydroxyliertes FAD und HOCl entstehen (Abb. 9).  
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Abb. 9: Postulierter Reaktionsmechanismus der FADH2-abhängigen Halogenasen. Reaktionen im 
FAD-Bindungsmodul (DONG ET AL., 2005). 
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Die Proteinstruktur der Tryptophan-7-Halogenase (PrnA) verhindert, dass das im FAD-
Bindungsmodul gebildete HOCl in die Lösung diffundiert und zu unspezifischen 
Chlorierungsreaktionen, analog der Haloperoxidasen, führt. Anstelle dessen wird dieses 
durch einen Tunnel zum Substratbindungsmodul geleitet, wo auf Grund der räumlichen 
Anordnung des HOCl zum Substrat eine regioselektive Halogenierung erfolgt. Der 
Mechanismus dieser elektrophilen Substitution ist in Abb. 10 dargestellt. Eine wichtige Rolle 
spielen dabei die Aminosäurereste K79 (Lysin) und E346 (Glutaminsäure). K79 kann HOCl 
über eine Wasserstoffbrücke binden und damit in die zum Substrat richtige Position bringen, 
während E346 zur Stabilisierung und Deprotonierung des Zwischenprodukts beiträgt (DONG 
ET AL., 2005). 
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Abb. 10: Postulierter Reaktionsmechanismus der FADH2-abhängigen Halogenasen. Reaktionen im 
Substratbindungsmodul (DONG ET AL., 2005). 
 
Auch in anderen Bakterien, die Halometabolite produzieren, konnten Halogenasegene 
detektiert werden (Tab. 1). Während die Mehrzahl der in Tab. 1 aufgeführten Halogenase-
gene zum Monodechloraminopyrrolnitrin-3-Halogenasegen (prnC) homolog ist, besitzen nur 
drei davon, rebH, thal und pyrH, Homologien zum Tryptophan-7-Halogenasegen (prnA). 
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Tab. 1: Organismen, in denen Gene für potentielle FADH2-abhängige Halogenasen detektiert 
wurden. 
Organismus Halometabolit Haloge-nasegene Referenz 
Actinosynnema pretiosum ssp. 
auranticum ATCC 31565 Ansamitocin asm12 YU ET AL., 2002 
Amycolatopsis mediterranei Balhimycin bhaA PELZER ET AL., 1999 
Amycolatopsis orientalis Chloreremomycin orf10 VAN WAGENINGEN ET 
AL., 1998 
Anabaena 90 Anabaenopeptilid 90B apdC 
ROUHIAINEN, ET AL., 
2000 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pyoluteorin pltA, pltD, pltM 
NOWAK-THOMPSON ET 
AL., 1999 
Saccharothrix aerocolonigenes 
ATCC 39243 Rebeccamycin rebH SÁNCHEZ ET AL., 2002 
Streptomyces albogriseolus Thienodolin thal SEIBOLD, PERS. MITTEILUNG, 2002 
Streptomyces aureofaciens Chlortetracyclin cts4 DAIRI ET AL., 1995 
Streptomyces lavendulae Complestatin comH CHIU ET AL., 2001 
Streptomyces roseochromo-
genes var. oscitans Clorobiocin clo-hal EUSTÁQUIO ET AL., 2003
Streptomyces rugosporus Pyrroindomycin B pyrH ZEHNER ET AL., 2005 
Streptomyces viridochromo-
genes Tü57 Avilamycin aviH 
WEITNAUER ET AL., 
2001 
 
1.2.5 Methyltransferasen 
Die Bildung von Methylhalogeniden erfolgt nach einem anderen Mechanismus. Methyl-
transferasen katalysieren die direkte Übertragung einer Methylgruppe von S-Adenosyl-
methionin auf ein Halogenidion, wobei die Reaktivität in der Reihenfolge I- > Br- > Cl- 
abnimmt und F- nicht als Methylakzeptor fungiert (WUOSMAA & HAGER, 1990). 
Methyltransferasen konnten in verschiedenen Organismen nachgewiesen werden: der 
marinen Rotalge Endocladia muricata (WUOSMAA & HAGER, 1990), dem Pilz Phellinus 
pomaceus (SAXENA ET AL., 1998) sowie der halophilen Pflanze Batis maritima (NI & HAGER, 
1998). Die Methyltransferase aus Batis maritima konnte in E. coli exprimiert und die Bildung 
von Methylchlorid in vivo beobachtet werden (NI & HAGER, 1999). 
COULTER ET AL. (1999) detektierten in dem Bakterienstamm CC495 eine Methyltransferase, 
die Halomethane als Methyldonor verwendet und deren Methylgruppe auf verschiedene 
Akzeptorionen, wie I-, HS-, Cl-, Br-, NO2-, CN- oder SCN-, übertragen kann – wobei als 
physiologischer Akzeptor HS- beim Abbau von Methylchlorid wahrscheinlich ist. 
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1.2.6 Fluorinase 
Über Enzyme mit fluorierender Aktivität ist bisher wenig bekannt. Auf der Suche nach 
solchen wurden intensive Untersuchungen zur Biosynthese von Fluoracetat und 
4-Fluorthreonin in Streptomyces cattleya durchgeführt (TAMURA ET AL., 1995; REID ET AL., 
1995; HAMILTON ET AL., 1998). MURPHY ET AL. konnten nachweisen, dass beide 
Fluormetabolite den gleichen Vorläufer, Fluoracetaldehyd, haben. Dieser wird durch eine 
NAD+-abhängige Fluoracetaldehyddehydrogenase zu Fluoracetat (MURPHY ET AL., 2001a) 
bzw. durch eine pyridoxalphosphatabhängige Threonintransaldolase zu 4-Fluorthreonin 
(MURPHY ET AL., 2001b) umgesetzt. In dem Stamm S. cattleya wurde im Jahr 2002 von 
O’HAGAN ET AL. auch das erste natürliche fluorierende Enzym entdeckt. Diese Fluorinase 
katalysiert die Umsetzung von S-Adenosylmethionin zu 5’-Fluor-5’-deoxyadenosin und 
Methionin (Abb. 11). 
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Abb. 11: Fluorinasekatalysierte Umsetzung von S-Adenosylmethionin zu 5’-Fluor-5’-deoxyadenosin 
(O’HAGAN ET AL., 2002). 
 
1.3 Die Gattung Actinoplanes und ihre Antibiotika 
Im Jahr 1950 beobachtete COUCH, wie mycelbildende Microorganismen auf Pflanzenteilen 
Sporangien ausbildeten, die bei Kontakt mit Wasser bewegliche Sporen freisetzten. Er 
nannte die von ihm entdeckte neue Gattung Actinoplanes (COUCH, 1950). Vertreter dieser 
Gattung besitzen Sporangien mit beweglichen, begeisselten Sporen und bilden gewöhnlich 
kein Luftmycel aus. Die meisten Actinoplanes-Stämme weisen eine orange Farbe auf, was 
auf enthaltene Carotinoide zurückzuführen ist (PARENTI & CORONELLI, 1979). Das Peptid-
glykangerüst enthält meso-Diaminopimelinsäure oder Hydroxydiaminopimelinsäure und in 
den Hydrolysaten ganzer Zellen lassen sich hauptsächlich Xylose sowie oft geringe Mengen 
Galactose und/oder Arabinose als charakteristische Zucker nachweisen (TAMURA & HATANO, 
2001), was dem Zellwand-Chemotyp II und dem Zuckermuster D nach dem System von 
LECHEVALIER & LECHEVALIER entspricht (LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1970). 
Während früher alle sporangiaten Actinomyceten die Familie Actinoplanaceae bildeten 
(PARENTI & CORONELLI, 1979), führten phylogenetische Untersuchungen zu einer neuen 
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Einordnung, so dass die Gattung Actinoplanes heute in die Familie Micromonosporaceae 
gehört (STACKEBRANDT ET AL., 1997). 
Einige Gattungen dieser Familie – darunter auch Actinoplanes – wurden als selten 
vorkommend betrachtet, da im Vergleich zu anderen Actinomyceten, z. B. den Streptomyce-
ten, nur wenige bekannt waren. Wahrscheinlich basierte diese Annahme darauf, dass die 
sogenannten „seltenen Gattungen“ nur schwieriger zu isolieren und zu kultivieren sind 
(LAZZARINI ET AL., 2000). In 66 % aller Bodenproben konnten sporangienbildende Actino-
myceten nachgewiesen werden (PARENTI & CORONELLI, 1979). 
Auf der Suche nach neuen Antibiotika wurde speziell nach solchen „seltenen“, bisher 
weniger gut untersuchten Actinomyceten und deren Wirkstoffen geforscht. So sind heute 
mehr als 120 Antibiotika aus Actinoplanes-Stämmen bekannt (LAZZARINI ET AL., 2000). Die 
bisher bekannten halogenierten Metabolite mit antibiotischer Wirkung aus Actinoplanes sind 
in Tab. 2 zusammengefasst. 
 
Tab. 2: Halogenierte Antibiotika aus Actinoplanes-Stämmen. 
Actinoplanes-
Stamm Antibiotika 
Halogen-
atome im 
Molekül 
Struktur-
klasse Referenz 
A. deccanensis 
ATCC 21983 
Lipiarmycin A 
und B 2 Cl Makrolid 
PARENTI ET AL., 1975; 
CAVALLERI ET AL., 
1988 
A. missouriensis 
ATCC 23342 Actaplanin 1 Cl Glykopeptid 
DEBONO ET AL., 1984; 
HUNT ET AL., 1984 
A. sp. A40665 BE-40665D 1 Br Lacton TSUKAMOTO ET AL., 1999 
A. sp. ATCC 33002 
A 15104 Y 
(Pentachlor-
pseudilin), 
5 Cl Phenylpyrrol, CAVALLERI ET AL., 
1978 
A 15104 Z 2 Cl Phenolderivat 
A. sp. ATCC 33076 Ramoplanin 1 Cl Glykolipo-depsipeptid CIABATTI ET AL., 1989 
A. sp. ATCC 53533 UK68597 4 Cl Glykopeptid NICOLAOU ET AL., 1999 
A. sp. ATCC 55600 Sch 54445 1 Cl polycyclisches Xanthon CHU ET AL., 1997 
A. sp. R-304 Actinoplanon A, B, E und F 1 Cl 
polycyclisches 
Xanthon 
KOBAYASHI ET AL., 
1988a; KOBAYASHI ET 
AL., 1988b 
A. teichomyceticus Teicoplanin1 2 Cl Glykopeptid PARENTI ET AL., 1978; NICOLAOU ET AL., 1999 
                                                
1 Teicoplanin wurde früher als Teichomycin bezeichnet. 
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1.4 Pentachlorpseudilin und andere halogenierte Phenyl-
pyrrole 
Pentachlorpseudilin (Abb. 12) wurde 1978 von CAVALLERI ET AL. in dem Stamm Actinoplanes 
sp. ATCC 33002 entdeckt. Es gehört zu den Breitbandantibiotika und wirkt besonders gegen 
gramnegative und grampositive Bakterien, Hefen und Dermatophyten. Dennoch konnte im 
Experiment mit infizierten Mäusen damit kein Heilungseffekt nachgewiesen werden. Die 
Ursache für die fehlende in vivo-Aktivität liegt wahrscheinlich in dessen Bindung an 
Serumproteine. Dafür spricht auch, dass die Zugabe von Serum zur Kulturbrühe die MIC-
Werte um den Faktor 104 bis105 erhöht (CAVALLERI ET AL., 1978). 
Möglicherweise wurde auf Grund dieser Tatsache Pentachlorpseudilin nicht als Erfolg 
versprechend für den medizinischen Einsatz betrachtet, so dass bisher auch keine 
intensiven Forschungen bezüglich dessen Biosynthese durchgeführt wurden. 
Actinoplanes sp. ATCC 33002 produziert neben Pentachlorpseudilin eine zweite, allerdings 
nur schwach antibiotisch wirkende Substanz – A 15104 Z (Abb. 12). CAVALLERI ET AL. (1978) 
vermuten, dass es sich dabei um eine Vorstufe der Pentachlorpseudilinbiosynthese handeln 
könnte. 
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Abb. 12: Antibiotika aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 und Alteromonas luteoviolaceus. 
 
Die bromanaloge Verbindung, Pentabrompseudilin (Abb. 12), wird von marinen Bakterien 
synthetisiert: Pseudomonas bromoutilis (BURKHOLDER ET AL., 1966) und Chromobacterium 
violaceum (ANDERSEN ET AL., 1974), das heute als Alteromonas luteoviolaceus bezeichnet 
wird (PESCHKE, 1997). Untersuchungen zu dessen Biosynthese zeigten, dass der Phenolrest 
aus dem Zuckerstoffwechsel über Shikimisäure und p-Hydroxybenzoesäure als direkten 
Vorläufer gebildet wird (HANEFELD ET AL., 1994). Der Pyrrolring dagegen wird ausgehend von 
Prolin über eine ebenfalls symmetrische Zwischenstufe, möglicherweise Tetrabrompyrrol, 
synthetisiert. Anschließend könnten die beiden Bromaromaten oxidativ verknüpft werden 
(Abb. 13). Diese Theorie wird auch dadurch unterstützt, dass in Alteromonas luteoviolaceus 
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neben Pentabrompseudilin Tetrabrompyrrol und Hexabrombipyrrol nachgewiesen werden 
konnten (PESCHKE, 1997). 
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Abb. 13: Postulierter Biosyntheseweg für Pentabrompseudilin in Alteromonas luteoviolaceus 
(PESCHKE, 1997). 
 
Die Vermutung, dass die Pentachlorpseudilinbiosynthese in Actinoplanes sp. ATCC 33002 
ähnlich der Pentabrombiosynthese in A. luteoviolaceus ablaufen könnte, liegt nah. Jedoch 
wurde in A. luteoviolaceus keine zur Substanz A 15104 Z aus Actinoplanes sp. analoge 
Verbindung gefunden. Weiterhin weist auch die Tatsache, dass Actinoplanes sp. bei 
Ersetzen des Chlorids durch Bromid im Nährmedium kein Pentabrompseudilin bildet, auf 
Unterschiede in beiden Biosynthesen hin (PESCHKE, 1997). 
 
Es sind nur wenige Phenylpyrrolantibiotika aus Bakterien bekannt, bei denen Phenol- und 
Pyrrolring direkt miteinander verbunden sind. Dabei sind Veknüpfungen in allen Positionen 
bekannt: Im Neopyrrolomycin aus Streptomyces sp. (NOGAMI ET AL., 1990) ist der Phenylrest 
am Pyrrolstickstoff und im Pyrrolomycin E aus Actinosporangium vitaminophilum (EZAKI ET 
AL., 1983) in der 2-Position gebunden, während das von Pseudomonaden-Stämmen 
synthetisierte Pyrrolnitrin (ARIMA ET AL., 1964) eine Verknüpfung in 3-Position aufweist 
(Abb. 14). 
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Abb. 14: Chlorierte Phenylpyrrole bakteriellen Ursprungs mit Verknüpfung in 1-, 2- und 3-Position. 
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1.5 Zielstellung der Arbeit 
Der Stamm Actinoplanes sp. ATCC 33002 produziert das Breitbandantibiotikum 
Pentachlorpseudilin. Dieses ist ein Phenylpyrrol, das am Phenylrest zweifach und am 
Pyrrolring dreifach chloriert ist (CAVALLERI ET AL., 1978). Über dessen Biosynthese ist bisher 
nichts bekannt – es liegen weder Untersuchungen zum Biosynthesegencluster vor, noch 
brachten Fütterungsexperimente Aufschluss über Vorstufen der Pentachlorpseudilin-
biosynthese (PESCHKE, 1997). 
 
Für die Biosynthese halogenierter Metabolite in Bakterien sind Enzyme notwendig, die 
subtratspezifisch und regioselektiv halogenieren können, die FADH2-abhängigen 
Halogenasen (VAN PÉE, 2001). In verschiedenen Bakterien konnten Gene solcher 
Halogenasen, die an der Biosynthese halogenierter Antibiotika beteiligt sind, detektiert 
werden (DAIRI ET AL., 1995; HAMMER ET AL., 1997).  
 
Es wird vermutet, dass bei der Pentachlorpseudilinbiosynthese ebenfalls FADH2-abhängige 
Halogenasen für die Chlorierungsschritte verantwortlich sind.  
 
Ziel dieser Arbeit ist deshalb mittels Hybridisierungsexperimenten mit bekannten 
Halogenasegenen als Sonde in Actinoplanes sp. ATCC 33002 nach homologen Genen zu 
suchen. Die Klonierung und Sequenzierung der detektierten Gene und anschließender 
Sequenzvergleich mit bekannten Halogenasegenen soll Aufschluss darüber geben, ob es 
sich wirklich um Gene FADH2-abhängiger Halogenasen handelt. Für diesen Fall sollen die 
potentiellen Halogenasegene aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 in einem geeigneten 
Wirtsstamm überexprimiert und in vitro halogenierende Aktivität nachgewiesen werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte 
Autoklav: 
- Varioklav Dampfsterilisator Typ 500, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleißheim 
Blotkammer: 
- Trans-Blot Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
DNA-Dokumentationsystem: 
- Gel Doc 1000 Mini-Transilluminator, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Elektrophoresekammern: 
- Horizontale Submersapparaturen für Agarosegelelektrophoresen, Zentralwerkstatt, 
Universität Hohenheim 
- ComPhor L Mini, Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf 
- Easycast Horizontal Electrophoris System, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
- Gel-Elektrophorese PROT-RESOLV MINI LC, PHASE Gesellschaft für PHorese, Analytik 
und SEparation mbH, Lübeck 
Elektroporationssystem: 
- Easyjec T Basic, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Geltrockner: 
- Aldo-Xer-Geltrockner, Schütt Labortechnik GmbH, Göttingen 
GC-MS: 
- GC 5890, MSD 5971, Autosampler HP 7673, HP G1034C MS ChemStation-Software, 
Hewlett Packard GmbH, Waldbronn 
- Säule: HP-1, 11,5 m x 0,20 mm ID x 0,33 µm Filmdicke, Hewlett Packard GmbH, 
Waldbronn 
HPLC: 
- LC 1110 HPLC-Pump, PHD 601 Detektor, LC 1610 Autosampler, GAT-Chrom Chromato-
graphie Software ©1993-1995, Gamma Analysen Technik GmbH (GAT), Berlin 
- Säule: Lichrospher 100, RP18, 5,0 µm, SC (250 x 4,6 mm), Bischoff Analysentechnik und -
geräte GmbH, Leonberg 
Hybridisierungsofen: 
- Hybaid Hybridisierungsofen, MWG-Biotech Gesellschaft für angewandte Biotechno-
logie mbH, Ebersberg 
Netzgeräte: 
- Blue Power 500, Serva Feinbiochemica GmbH & Co KG, Heidelberg 
- Elektrophoresis Power Supply EPS 600, Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg 
- PowerPack 300, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
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pH-Meter: 
- Mettler DELTA 320, mit Toledo InLab 414 Elektrode, Mettler-Toledo Prozeßanalytik GmbH, 
Steinbach 
Schwingmühle: 
- MM 2000, Retsch GmbH & Co. KG, Haan 
Speed Vac: 
- Speed Vac SC110 mit RVT 400 Refrigerated Vapor Trap, Savant, Frankfurt a.M. 
Spektrometer: 
- Biochrom 4060, Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg 
Sterilbank: 
- Lamin Air HB2448, Holten, Allerød, Dänemark 
Thermocycler: 
- Personal Cycler, Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen 
Ultraschallaufschlussgerät: 
- USD 30, Emich Ultraschall GmbH, Berlin 
Wasseraufbereitungsanlage: 
- Kleinreinstwassersystem RS 40 EZ, Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, 
Barsbüttel 
- Wasseraufbereitungsanlage bestehend aus: Enthärtunganlage (Seralsoft SW 300), Revers-
Osmose-Anlage (Seradest BETA 25) und Ionenaustauscher (Seradest USF 800), Seral 
Reinstwassersysteme GmbH, Ransbach-Baumbach 
Zellzüchtung: 
- MULTITRON Incubatorshaker, INFORS AG, Bottmingen, Schweiz 
- Brutschrank BE 500, Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach 
Zentrifugen: 
- Tischzentrifuge GS-15R, Rotoren S4180 und F3602, Beckman Instruments GmbH, 
München 
- Centrifuge 5415 C, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg 
- Sorvall RC 5cPlus, Rotoren SS34 und SLA3000, Sorvall (Deutschland) GmbH, Bad 
Homburg 
 
2.2 Chemikalien, Enzyme und sonstige Materialien 
Amersham Life Science, Braunschweig: 
Hybond-NX-Nylonmembranen 
Baker, Deventer, Niederlande: 
Chloroform, EtOH, KCl, MeOH, NaCl, NaOH, (NH4)2SO4  
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Berlinchemie, Berlin: 
Maleinsäure 
Biomol, Hamburg: 
IPTG, DTT, X-Gal 
BioRad Laboratories, München: 
NBT, BCIP 
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 
Rotiphenol 
Degussa AG, Frankfurt: 
Glycin 
Difco, Augsburg: 
Bacto Pepton, Bacto Trypton, Fleischextrakt, Hefeextrakt, Maismehl, Malzextrakt, Pepton 
aus Fleisch 
FMC BioProducts, Rockland, USA: 
Agarose 
Fluka Chemie AG, Neu Ulm: 
Cml, EtBr, Luminol, MOPS, p-Cumarsäure, Triton X-100 
GATC, Konstanz: 
APS, TEMED 
ICN Biochemicals, Meckenheim: 
Tris, Tween 20, 
Invitrogen, Groningen, Niederlande: 
Anti-Xpress-HRP-Antibody 
Laborchemie Apolda, Apolda: 
Harnstoff, MgSO4, Natriumcitrat 
MBI Fermentas, Vilnius, Litauen: 
ATP, DNA-Größenstandards, dNTPs, λ-DNA, Pfu-DNA-Polymerase, Restriktionsendo-
nucleasen, SAP, Taq-DNA-Polymerase, T4-Ligase 
Merck, Darmstadt: 
Acrylamid, Bisacrylamid, Borsäure, CaCl2, DMSO, EDTA, Eisessig, Essigsäure, Glucose, 
Glycerin, KAc, KH2PO4, KH2PO4 . 3H2O, Maltose, MgCl2 . 6H2O, NaAc, RNase, Saccharose, 
TEMED 
Millipore, Eschborn: 
Millex Syringe Driven Filter Unit (0,22 µm) 
New England Biolabs, Frankfurt: 
T4-Ligase, Sau3AI 
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Novex, San Diego, USA: 
Mark 12 MW Standard 
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen: 
E.Z.N.A.-Plasmid-Miniprep-Kit II 
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg:  
CIAP 
Riedel-de Haën, Seelze: 
EDTA, NaCl, NaHCO3, Salzsäure 
Roche Diagnostics, Mannheim: 
Anti-DIG-AP, Blocking Reagenz, CDP-Star, “DIG-High Prime”-Kit, “DIG Luminescent 
Detection”-Kit, “DIG Oligonucleotide 3´-End Labeling”-Kit, FAD, NADH-di-Natriumsalz, 
Tetracyclin-Hydrochlorid 
Sartorius AG, Göttingen: 
Sartolon-Polyamidmembranen, Sartorius Single Use Syringe Filter (0,45 μm) 
Sigma-Aldrich, Deishoven, Niederlande: 
Amp, Apramycinsulfat, Avidin-AP, Biotinylated SDS Molecular Weight Marker, CHAPS, 
Coomassie Brilliant Blue R250, Natriumlaurylsarkosinat,  
Serva, Heidelberg: 
Agar, Agarose, Lysozym, SDS, Tris-HCl 
Stratagene, La Jolla, CA, USA: 
Gigapack III Gold Packaging Extract 
Südzucker GmbH, Zeitz: 
Melasse 
 
Magermilchpulver und Sojamehl wurden im Reformhaus erworben. 
Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden dem Chemikalienvorrat des Institutes 
entnommen und waren von p.A.-Qualität. 
 
2.3 Puffer und Lösungen 
Der pH-Wert der Puffer wurde vor dem Autoklavieren (20 min bei 121 °C, 2 bar) mit NaOH 
oder HCl eingestellt, wenn nicht anders angegeben. 
 
2.3.1 Puffer und Lösungen für die Molekulargenetik 
Phenol/Chloroform: Rotiphenol, pH 7,5-8,0 50 ml 
 Chloroform 50 ml 
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SM-Puffer: NaCl 5,8 g 
 MgSO4 . 7H2O 2 g 
 1 M Tris-HCl, pH 7,5 50 ml 
 2 % (w/v) Gelatine 5 ml 
 mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
 
TE-Puffer: Tris-HCl, pH 8,0 10 mM 
  EDTA, pH 8,0 1 mM 
 
TNE-Puffer: Tris-HCl, pH 8,0 10 mM 
  NaCl 100 mM 
  EDTA, pH 8,0 1 mM 
 
Transformationspuffer X: CaCl2 50 mM 
 Glycerin 15 % (w/v) 
 MOPS 10 mM 
 
2.3.2 Puffer und Lösungen für die Plasmid-DNA-Isolierung 
Lösung I: Glucose 50 mM 
 Tris-HCl, pH 8,0 25 mM 
 EDTA, pH 8,0 10 mM 
 
Lösung II: NaOH 0,2 M 
 SDS 1 % (w/v) 
 
Lösung III: 5 M KAc 60 ml 
 Eisessig 11,5 ml 
 H2O 28,5 ml 
 
STE-Puffer: Saccharose 8 % (w/v) 
 Tris 50 mM 
 EDTA 50 mM 
 pH 8,0 
 
Material und Methoden 
22 
STET-Lösung: Saccharose 8 %  (w/v) 
 Tris 50 mM 
 EDTA 50 mM 
 Triton X-100 5 % (v/v) 
 pH 8,0 
 5 min bei 110 °C autoklavieren 
 
2.3.3 Puffer für die Agarosegelelektrophorese 
BPB-Probenpuffer: (HOPWOOD ET AL., 1985) 
  Saccharose 60 % (w/v) 
  Bromphenolblau 0,25 % (w/v) 
  EDTA, pH 8,0 100 mM 
 
E-1-F-Lösung: Saccharose 25 g 
 Ficoll 400 3 g 
 TBE-Puffer 100 ml 
nach dem Autoklavieren 10 mg RNaseA zugegeben und 15 min 
bei 100 °C erhitzen 
 
TAE-Puffer: Tris 40 mM 
  EDTA, pH 8,0 2 mM 
  mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen 
Der TAE-Puffer wurde in 50-facher Konzentration hergestellt und vor Gebrauch 
entsprechend verdünnt. 
 
TBE-Puffer: Tris 89 mM 
  Borsäure 89 mM 
  EDTA, pH 8,0 2 mM 
Der TBE-Puffer wurde in 10-facher Konzentration hergestellt und vor Gebrauch 
entsprechend verdünnt. 
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2.3.4 Puffer und Lösungen für die DNA-Hybridisierung 
20xSSC-Puffer: NaCl 3 M 
 Trinatriumcitrat 300 mM 
 Der pH-Wert soll zwischen 7,0 und 8,0 liegen. 
Der SSC-Puffer wurde in 20-facher Konzentration (20xSSC-Puffer) hergestellt und für 
verschiedene Anwendungen vor Gebrauch entsprechend verdünnt, z. B. 1:10 für 2xSSC. 
 
Blocking-Reagenz-Stammlösung: 
 Blocking-Reagenz 10 % (w/v) 
 in Detektionspuffer I unter Erwärmen und Rühren lösen, 
 autoklavieren und bei 4 °C lagern 
 
Denaturierungslösung: NaCl 1,5 M 
 NaOH 500 mM 
 
Detektionspuffer I: Maleinsäure 0,1 M 
 NaCl 0,15 M 
 mit NaOH-Plättchen auf pH 7,5 eingestellt 
 
Detektionspuffer II: Magermilchpulver 2 g 
 Detektionspuffer I 100 ml 
 
Detektionspuffer III: Tris 0,1 M 
 NaCl 0,1 M 
 MgCl2 50 mM 
 auf pH 9,5 einstellen 
 
Neutralisationslösung I für den Southernblot: 
 NaCl 1,5 M 
 Tris 500 mM  
 auf pH 7,5 einstellen 
 
Neutralisationslösung II für die Koloniehybridisierung: 
 NaCl 1,5 M 
 Tris 500 mM 
 EDTA 1 mM 
 auf pH 7,2 einstellen 
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Prähybridisierungslösung: Blocking-Reagenz 1,5 % (w/v) 
 Natriumlaurylsarkosinat 0,1 % (w/v) 
 SDS 0,02 % (w/v) 
 SSC 0,5-5 x  
(Der SSC-Gehalt variiert je nach verwendeter Sonde, siehe 
SSCHyb in Tab. 10 in Abschnitt 2.10.16.3.) 
 
Rehybridisierungslösung: NaOH 0,2 M 
 SDS 0,1 % (w/v) 
 
Stringenzwaschlösung: SDS 0,1 % (w/v) 
 SSC 0,1-4 x  
Der SSC-Gehalt variiert je nach verwendeter Sonde (2.10.16.3.3). 
 
Waschpuffer für die Detektion: 
 Tween 20  0,3 % (v/v)  
 in Detektionspuffer I lösen 
 
Waschlösung für die Koloniehybridisierung: 
 SSC 3 x 
 SDS 0,1 % (w/v) 
 
2.3.5 Puffer und Lösungen für die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Puffer und Lösungen wurden modifiziert nach LAEMMLI (1970) hergestellt: 
 
Lösung I: Acrylamid 30 g (4 M) 
 Bisacrylamid 0,8 g (50 mM) 
mit deion. Wasser auf 100 ml auffüllen, lösen und filtrieren und unter 
Lichtausschluss bei 4 °C aufbewahren 
 
Lösung II: Tris 18,16 g (750 mM) 
 SDS 0,4 g (7 mM) 
mit HCl auf pH 8,8 einstellen und mit deion. Wasser auf 200 ml 
auffüllen 
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Lösung III: Tris 3,03 g (250 mM) 
 SDS 0,2 g (7 mM) 
mit HCl auf pH 6,8 einstellen und mit deion. Wasser auf 100 ml 
auffüllen 
 
Lösung IV: (NH4)2S2O8 0,21 g (90 mM) 
 mit deion. Wasser auf 10 ml auffüllen  
 (Lösung immer frisch herstellen) 
 
Trenngel (10 %): Lösung I 5 ml 
 Lösung II 7,5 ml 
 deion. Wasser 2 ml 
 mischen und entgasen 
 TEMED 7,5 µl 
 Lösung IV 500 µl 
 
Sammelgel (4,5 %): Lösung I 950 µl 
 Lösung III 3,125 ml 
 deion. Wasser 1,975 ml 
 mischen und entgasen 
 TEMED 15 µl 
 Lösung IV 210 µl 
 
Elektrophoresepuffer: Tris 12,1 g 
 Glycin 57,5 g 
 SDS 4 g 
 mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen und vor Gebrauch 1:4 verdünnen 
 
Auftragspuffer: Harnstoff 48,05 g (8 M) 
 Tris 1,2 g (100 mM) 
 SDS 2 g (70 mM) 
 mit deion. Wasser auf 100 ml auffüllen 
 
DTT-Lösung: DTT 30 mg (200 mM) 
 Auftragspuffer 1 ml 
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BPB-Lösung: Bromphenolblau 0,1 g (14 mM) 
 Auftragspuffer 10 ml 
 
Färber: Coomassie Brilliant Blue R250 1,3 g 
 MeOH 220 ml 
 Essigsäure 60 ml 
 deion. Wasser 220 ml 
zunächst Coomassie Brilliant Blue R250 in MeOH lösen und 
anschließend deion. Wasser und Essigsäure zugeben 
 
Entfärber: EtOH 250 ml 
 Essigsäure 150 ml 
 deion. Wasser 600 ml 
 
2.3.6 Puffer und Lösungen für den Westernblot und die 
immunochemische Detektion 
Antikörperlösung: Anti-Xpress-HRP Antibody (2,5 mg/ml) 2 µl 
 in 10 ml TBS/Milch verdünnen 
 (entspricht einer Verdünnung von 1:5000) 
 
Avidinlösung: Avidin-AP 50 µl 
 in 50 ml TBS verdünnen 
 (entspricht einer Verdünnung von 1:1000) 
 
BCIP-Lösung: BCIP 15 mg 
 in 1 ml DMF lösen 
 
Blotpuffer: Tris 3,03 g (25 mM) 
 Glycin 14,41 g (192 mM) 
 MeOH 200 ml (20 %) 
 mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
 
Carbonatpuffer: NaHCO3 8,4 g (100 mM) 
 MgCl2 . 6H2O 0,2 g (1 mM) 
 pH 9,8 einstellen und mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
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Enhancer-Lösung: p-Cumarsäure 37 mg (90 mM) 
 DMSO 2,5 ml 
 bei 4 °C aufbewahren 
 
H2O2-Lösung: 30 % H2O2  6,1 µl (5,4 mM) 
 0,1 MTris, pH 8,5 10 ml 
 (Lösung immer frisch herstellen) 
 
Luminollösung: Luminol 22,5 mg (2,5 mM) 
 DMSO 0,5 ml 
 mit 0,1 M Tris, pH 8,5, auf 50 ml auffüllen, 
 bei 4 °C aufbewahren 
 
NBT-Lösung: NBT 30 mg 
 in 1 ml 70 % DMF lösen 
 
TBS: Tris 1,21 g (10 mM) 
 NaCl 8,77 g (150 mM) 
 pH 7,5 einstellen und mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
 
TBS/Milch für die Detektion des Markers: 
 Magermilchpulver 10 g (10 %) 
 mit TBS auf 100 ml auffüllen 
 
TBS/Milch für die Detektion von HalBhis: 
 Magermilchpulver 5,5 g (5 %) 
 mit TBS auf 110 ml auffüllen 
 
TBS/Tween: Tween 0,5 ml (0,05 %) 
 mit TBS auf 1 l auffüllen 
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2.3.7 Puffer und Lösungen für den Zellaufschluss 
100 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP), pH 7,2: (GREEN, 1933) 
 K2HPO4 . 3H2O 16,36 g 
 KH2PO4 3,85 g 
 mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
 
Lysozympuffer: Saccharose 3 M 
 Tris-HCl, pH 8,0 25 mM 
 EDTA, pH 8,0 25 mM 
 
Saline: NaCl 5 g 
 MgSO4 . 7H2O 0,12 g 
 mit deion. Wasser auf 1 l auffüllen 
 
2.3.8 Lösungen für den Enzymtest 
Die Einwaagen und Konzentrationen der Substrat- und Cofaktorstammlösungen sind in 
Tab. 3 aufgeführt. Die Substanzen wurden in 1 ml Lösungsmittel gelöst. 
 
Tab. 3: Stammlösungen der für den Enzymtest verwendeten Substanzen. 
Konzentration Substanz Einwaage Lösungsmittel 
500 mM MgCl2 . 6H2O 101,7 mg deion. H2O 
8 mM Monodechloraminopyrrolnitrin 1,54 mg MeOH 
8 mM 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol 2,65 mg MeOH 
8 mM 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol 1,94 mg MeOH 
8 mM 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol 2,02 mg MeOH 
8 mM 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol 2,41 mg MeOH 
8 mM 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan 2,66 mg MeOH 
8 mM 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol 1,39 mg MeOH 
50 mM NADH 35,5 mg deion. H2O 
50 mM FAD 41,5 mg deion. H2O 
 
Weitere Puffer und Lösungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgeführt. 
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2.4 Antibiotika und andere Medienzusätze 
Von den in Tab. 4 aufgeführten Substanzen wurden Stammlösungen hergestellt und Aliquots 
dieser Lösungen bei –20 °C aufbewahrt. Alle wäßrigen Lösungen wurden durch eine SFCA-
Membran (Porengröße 0,2 µm) sterilfiltriert. 
 
Tab. 4: Antibiotika und andere Medienzusätze 
 Stammlösung Endkonzentration im Medium 
Ampicillin 100 mg/ml in H2O 100 µg/ml 
Chloramphenicol 25 mg/ml in EtOH 40 µg/ml 
Apramycin 100 mg/ml in H2O 100 µg/ml 
Tetracyclin 10 mg/ml in 50% EtOH 
30 µg/ml für E. coli-Stämme 
15 µg/ml für Pseudomonaden 
IPTG 200 mM in H2O 0,2 mM 
X-Gal 2 % in DMF 0,004 % 
Rhamnose 10 % (w/v) in H2O 1 % 
Glucose 500 mM in H2O 5 mM 
 
2.5 Kulturmedien 
Für Festmedien wurde 1,5 % Agar zugesetzt. Antibiotika und andere Medienzusätze (2.4) 
wurden nach dem Autoklavieren steril zugegeben. Die folgenden Gewichtsangaben 
beziehen sich auf jeweils 1 l deion. H2O, wenn nicht anders angegeben. 
 
Emersons Hefeextrakt-Stärke-Agar: (EMERSON, 1958) 
 Hefeextrakt 4 g 
 lösliche Stärke 15 g 
 K2HPO4 1 g 
 MgSO4 . 7H2O 0,5 g 
 Agar 20 g 
 
Glucose-Sojamehl-Medium: Glucose 40 g 
 fettarmes Sojamehl 10 g 
 Fleischextrakt 4 g 
 Hefeextrakt 1 g 
 Bacto Pepton 4 g 
 CaCO3 5 g 
 NaCl 7 g 
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Das Medium wurde vor dem Autoklavieren auf pH 7,6 eingestellt. Für die Züchtung von 
Actinoplanes sp. ATCC 33002 zur Isolierung von Gesamt-DNA wurde das Medium vor dem 
Autoklavieren zusätzlich filtriert. 
 
H-Medium: (SAMBROOK ET AL., 1989) 
 Bacto Trypton 10 g 
 NaCl 8 g 
Für H-Top-Agar wurden 0,8 % Agar zugegeben. 
 
HNB-Komplettmedium: Fleischextrakt 3 g 
 Hefeextrakt 5 g 
 Pepton aus Fleisch 5 g 
 NaCl 5 g 
 
ISP-Medium 4: lösliche Stärke 10 g 
 K2HPO4 1 g 
 MgSO4 . 6H2O 1 g 
 NaCl 1 g 
 (NH4)2SO4 2 g 
 CaCO3 2 g 
 Spurenelementelösung* 1 ml 
 Agar 20 g 
Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf 7,2 eingestellt. 
* Zusammensetzung der Spurenelementelösung (1 l): 
 FeSO4 . 7H2O 1 g 
 MnCl2 . 7H2O 1 g 
 ZnSO4 . 7H2O 1 g 
 
LB (Luria-Bertani)-Medium: (SAMBROOK ET AL., 1989) 
 Bacto Trypton 10 g 
 Hefeextrakt 5 g 
 NaCl 10 g 
Für Expressionsversuche wurde LB mit Glucose verwendet; dafür wurde 1 g/l Glucose 
zugegeben. 
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LBMM (LB-Medium mit Maltose und MgSO4): 
Die Rezeptur entspricht der des LB-Mediums; zusätzlich werden Maltose in einer 
Konzentration von 0,2 % (w/v) und MgSO4 in einer Konzentration von 10 mM zugesetzt. 
 
Mais-Melasse-Medium (MMM): Melasse 25 g 
 Maismehl 2,1 g 
 Malzextrakt 10 g 
 Hefeextrakt 10 g 
 Saccharose 30 g 
 K2HPO4 2 g 
Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf 7,0 eingestellt. 
 
Pseudomonas-Minimalmedium (PMM): (MEYER & ABDALLAH, 1978) 
 K2HPO4 . 3H2O 8 g 
 KH2PO4 3 g 
 (NH4)2SO4 1 g 
 Dinatriumsuccinat . 6H2O 6,75 g 
 1 M MgSO4 0,6 ml 
Die 0,6 ml der 1 M MgSO4-Lösung wurden erst nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 und 
dem Autoklavieren steril zugegeben. 
 
SOC-Medium: (SAMBROOK ET AL., 1989)  
 Bacto Trypton 20 g 
 Hefeextrakt 5 g 
 NaCl 500 mg 
 250 mM KCl 10 ml 
Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt und das Medium autoklaviert. Vor Gebrauch wurden 
folgende Lösungen steril zugegeben: 
 2 M MgCl2 5 ml 
 1 M Glucose 20 ml 
2xTY-Medium: (SAMBROOK ET AL., 1989) 
 Bacto Trypton 16 g 
 Hefeextrakt 10 g 
 NaCl 5 g 
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2.6 Bakterienstämme 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tab. 5 aufgeführt. 
Tab. 5: Übersicht der verwendeten Mikroorganismen 
Organismus Eigenschaft Referenz 
Actinoplanes sp. 
ATCC 33002 Wildstamm, Pentachlorpseudilinproduzent CAVALLERI ET AL., 1978 
Escherichia coli XL1-
Blue 
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, 
supE44, relA1, lac[F´, proAB, lacqZΔM15, 
Tn10(TcR)] 
BULLOCK ET AL., 1987 
E. coli XL1-Blue MRA Δ(mcrA)183, Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, lac 
Stratagene, La Jolla, CA, 
USA 
E. coli TG1 supE, hsdΔ5, thi Δ(lac-proAB), F´(traD36, proAB+, lacI, lacZΔM15) GIBSON, 1984 
E. coli S17-1 RP4-2, Tc::Mu, Km::Tn7(Sp
RSmR), Tn1, 
pro, thi, hsdR, recA SIMON ET AL., 1983 
E. coli BL21 (DE3) 
pLysS 
F-, ompT, hsdSB, (rB-mB-), gal, dcm, 
(DE3), pLysS, (CmlR) 
Invitrogen, Groningen, 
Niederlande 
Pseudomonas 
aureofaciens ACN 
Mutante von P. aureofaciens 
ATCC15926, Pyrrolnitrinproduzent 
SALCHER & LINGENS, 
1980 
P. fluorescens BL915 Wildstamm, Pyrrolnitrinproduzent HILL ET AL., 1994 
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2.7 Plasmide und Bakteriophagen 
Alle verwendeten oder konstruierten Vektoren sind in Tab. 6 aufgeführt. Die Restriktions-
karten der in dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind im Anhang (7.3) dargestellt. 
Tab. 6: Übersicht der verwendeten und konstruierten Plasmide und Bakteriophagen 
Plasmide, Cosmide 
und Phagen Eigenschaften Referenz 
pUC18 AmpR, lacZ‘, reppMB1, Klonierungsvektor YANISCH-PERRON ET AL., 1985 
pBluescript IISK AmpR, lacZ‘, ColE1, Klonierungsvektor Stratagene, La Jolla, CA, USA 
pOJ446 ApraR, (cos)3λ, repSCP2*, reppUC, oriT BIERMANN ET AL., 1992 
pIWa3700 AmpR, halB, halA unvollständig diese Arbeit 
pIWa3700r AmpR, halB, halA unvollständig diese Arbeit 
pIWcos8 ApraR, repSCP2*, reppUC, oriT diese Arbeit 
pIWcos9 ApraR, repSCP2*, reppUC, oriT diese Arbeit 
pIWcos10 ApraR, repSCP2*, reppUC, oriT, halA diese Arbeit 
pIWcos22 ApraR repSCP2*, reppUC, oriT diese Arbeit 
pIW3000Bcos10 AmpR, halA, halB unvollständig diese Arbeit 
pRSETb  Amp
R, PT7, His6-tag, Xpress-Epitop, EK, 
Expressionsvektor 
Invitrogen, Groningen, 
Niederlande 
pET12a AmpR, PT7, ompT, Expressionsvektor 
Callbiochem-Novabio-
chem, Schwalbach 
pJOE2702 AmpR, rhaP, Expressionsvektor VOLFF ET AL., 1996 
pPEH14 TetR, Ptac, rrnB, oriT KIRNER ET AL., 1998 
pRSEThalA Amp
R, PT7, His6-tag, Xpress-Epitop, EK, 
halA diese Arbeit 
pEThalA AmpR, PT7, halA diese Arbeit 
pJOEhalA AmpR, rhaP, halA diese Arbeit 
pCIBhalA TetR, Ptac, rrnB, halA, oriT  diese Arbeit 
pRSEThalB Amp
R, PT7, His6-tag, Xpress-Epitop, EK, 
halB diese Arbeit 
pEThalB AmpR, PT7, halB diese Arbeit 
pJOEhalB AmpR, rhaP, halB diese Arbeit 
pCIBhalB TetR, Ptac, rrnB , halB, oriT  diese Arbeit 
pCIBhalBhis Tet
R, Ptac, His6-tag, Xpress-Epitop, EK, 
halB diese Arbeit 
M13mp19 AmpR, lacZ YANISCH-PERRON ET AL., 1985 
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2.7.1 Die Klonierungsvektoren pUC18 und pBluescript IISK 
Die Plasmide pUC18 und pBluescript IISK (Abb. 15) sind Klonierungsvektoren für E. coli, die 
in der Zelle in hoher Kopienzahl vorliegen. Sie enthalten die genetische Information für eine 
β-Lactamase, welche Resistenz gegenüber Ampicillin verleiht. Weiterhin verfügen beide 
Vektoren über einen Teil des lac-Operons: die Regulatorregion mit dem IPTG-induzierbaren 
lac-Promotor sowie den Teil des lacZ-Gens, der für das α-Protein der β-Galactosidase 
codiert. Damit können Bakterienstämme, die eine Mutation in der α-Region der 
β-Galactosidase (z. B. ΔM15) besitzen, komplementiert werden. Die intakte β-Galactosidase 
hydrolisiert das farblose Substrat X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-Chlorindoxyl, welches 
durch Luftsauerstoff spontan zu intensiv blauem 5-Brom-4-Chlorindigo oxidiert wird, wodurch 
komplementierte Bakterien auf IPTG- und X-Gal-haltigem HNB-Agar (2.5) blaue Kolonien 
bilden. Die Insertion von Fremd-DNA in die MCS führt zur Zerstörung der 
α-Komplementation, so dass Bakterien mit rekombinanten Plasmiden unter diesen 
Züchtungsbedingungen weiß wachsen. 
Im Plasmid pBluescript IISK wird die MCS von den T3- und T7-Promotoren flankiert, so dass 
zur Sequenzierung der Insert-DNA aus diesem Vektor die Standardprimer eingesetzt werden 
können. 
 
 
Abb. 15: Restriktionskarten der E. coli-Klonierungsvektoren pUC18 und pBluescript IISK. 
 
2.7.2 Der Bakteriophage M13 
M13 ist ein filamentöser Bakteriophage, dessen Genom (6407 bp) aus einzelsträngiger, 
zirkularer DNA besteht. Im Wirt erfolgt die Synthese des komplementären Stranges, wodurch 
die ssDNA in die replikative Form (dsDNA) umgewandelt wird. Die dsDNA wird vom 
Replikationssystem des Wirts vervielfältigt und ssDNA ausgehend von den dsDNA-Kopien 
synthetisiert. Nach Verpacken dieser in M13-Capside werden die neuen Phagen aus der 
Wirtszelle ausgeschleust, ohne diese zu zerstören.  
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Um M13 als Klonierungsvektor zu nutzen, wurde dessen DNA modifiziert. Aus E. coli DNA 
wurde ein Teil des lacI-Gens, die gesamte Regulatorregion des lac-Operons und die ersten 
146 Codons des lacZ-Gens, welche für das α-Protein der β-Galactosidase codieren, 
eingefügt (MESSING ET AL., 1977). Außerdem wurde ein Polylinker in das lacZ Gen eingebaut 
(YANISCH-PERRON ET AL., 1985). M13mp18 und M13mp19, dessen Restriktionskarte in 
Abb. 16 dargestellt ist, unterscheiden sich nur in der Orientierung des Polylinkers. 
 
 
Abb. 16: Restriktionskarte des Bakteriophagen M13mp19. 
 
2.7.3 Das Cosmid pOJ446 
Das Cosmid pOJ446 (Abb. 17) ist ein E. coli-Streptomyces-Shuttlevektor, der den 
Replikationsursprung des E. coli-Plasmids pUC und den des Streptomycetenvektors SCP2* 
besitzt. Der auf einem PstI-Fragment sich befindende oriT ermöglicht den konjugativen 
Transfer zwischen den beiden Spezies, sofern ein E. coli-Donorstamm, der über die tra-
Gene verfügt, verwendet wird. 
 
 
Abb. 17: Restriktionskarte des Cosmids pOJ446. 
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Für die Anlage von Cosmidgenbanken wird zur Insertion der Fremd-DNA die einzige BamHI-
Schnittstelle genutzt. Die Restriktion mit HpaI und BamHI führt zu zwei Cosmidarmen, 
welche zur Klonierung von bis zu 35 kb DNA-Fragmenten eingesetzt werden. Die drei 
enthaltenen cos-Stellen des λ-Phagen ermöglichen eine anschließende in vitro-Verpackung 
in λ-Phagenprotein. Die Selektion erfolgt über die Apramycinresistenz (BIERMANN ET AL., 
1992). 
 
2.7.4 Die Expressionsvektoren pRSETb, pET12a und pJOE2702 
Bei den drei Plasmiden pRSETb, pET12a und pJOE2702 handelt es sich um E. coli- 
Expressionsvektoren. Die Restrikrionskarten dieser Vektoren sind in Abb. 18 dargestellt. 
 
Der Vektor pJOE2702 (VOLFF ET AL., 1996) basiert auf dem Plasmid pBTac1 und besitzt den 
rhamnoseinduzierbaren Promotor rhaP aus E. coli JM109. Die RBS befindet sich vor der 
NdeI-Schnittstelle. Das Zielgen kann entweder in den NdeI/BamHI- oder den NdeI/HindIII-
geschnittenen Vektor ligiert werden. 
 
Der Expressionsvektor pET12a (Callbiochem-Novabiochem, Schwalbach) verfügt über den 
T7-Promotor, der eine hohe Selektivität sowie Aktivität gegenüber der T7-RNA-Polymerase 
besitzt und von E. coli-RNA-Polymerasen nicht erkannt wird. Deshalb muss die Expression 
des klonierten Zielgens in einem Wirtsstamm, der chromosomal das T7-RNA-
Polymerasegen trägt (z. B. E. coli BL21 (DE3)), erfolgen. In diesem E. coli-Stamm wird die 
T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotors exprimiert. 
Während in Abwesenheit des Induktors die T7-RNA-Polymerase nur in sehr geringer 
Konzentration in der Zelle vorliegt, führt die Zugabe von IPTG zur erhöhten Produktion von 
T7-RNA-Polymerase, die anschließend das im Vektor enthaltene Zielgen verstärkt 
transkribiert. (STUDIER & MOFFATT, 1986) Besitzt der Wirtsstamm zusätzlich ein pLys-
Plasmid, das die für T7-Lysozym codierende Sequenz enthält, ist eine bessere Kontrolle der 
Expression möglich. Das T7-Lysozym wirkt als Inhibitor der T7-RNA-Polymerase und 
reduziert somit die basale Transkription des klonierten Zielgens in der Zelle vor der 
Induktion (STUDIER, 1991).  
Die RBS befindet sich im pET12a vor der NdeI-Schnittstelle. Zwischen NdeI- und BamHI-
Schnittstelle ist der ompT-Leader lokalisiert, der im Falle einer Klonierung des Zielgens in die 
BamHI-Schnittstelle nach Expression eines Fusionsproteins dessen Sekretion in das 
Periplasma ermöglicht. Ist die Expression eines solchen Fusionsproteins nicht erwünscht, 
kann das Zielgen entweder in den NdeI/BamHI- oder den NdeI/HindIII-geschnittenen Vektor 
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ligiert werden, wobei im letzteren Fall der Terminator mit kloniert werden muss, da sich der 
Terminator des Vektors hinter der BamHI-Schnittstelle befindet. 
 
Der Vektor pRSETb (Invitrogen, Groningen, Niederlande) basiert ebenfalls auf dem von 
STUDIER & MOFFATT (1986) beschriebenen T7-Promotor-Expressionssystem, weshalb auch 
hier die Expression des klonierten Gens in dem Wirtsstamm E. coli BL21 (DE3) pLysS 
erfolgen muss. In diesem Vektor liegt die RBS vor der NdeI-Schnittstelle und zwischen NdeI- 
und BamHI-Schnittstelle sind die Sequenzen für den N-terminalen Polyhistidinrest (6xHis), 
das Xpress-Epitop zur Proteindetektion mit dem Anti-Xpress-Antikörper sowie der 
Erkennungssequenz der Enterokinase zur späteren Abspaltung des Fusionsproteins vom 
Zielprotein enthalten. Der Terminator befindet sich hinter der HindIII-Schnittstelle. 
 
 
Abb. 18: Restriktionskarten der drei E. coli-Expressionsvektoren pET12a, pRSETb und pJOE2702. 
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2.7.5 Das Plasmid pPEH14 
Das E. coli-Pseudomonas-Shuttleplasmid pPEH14 basiert auf dem Plasmid pRK290 (DITTA 
ET AL., 1980) und verfügt damit über das Tetracyclinresistenzgen, den Replikationsursprung 
oriV sowie den zum konjugativen Transfer notwendigen oriT. Die Promotor-Terminator-
Region stammt aus dem Plasmid pKK223-3 (Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg); damit 
besitzt pPEH14 den tac-Promotor und den rrnB-Terminator. Das Plasmid pPEH14 eignet 
sich zur Expression von Genen in Pseudomonaden. 
 
 
Abb. 19: Restriktionskarte des E. coli-Pseudomonas-Shuttleplasmid pPEH14. 
 
2.8 Züchtungsbedingungen und Stammhaltung 
Die Züchtungsbedingungen der verschiedenen Bakterienstämme und die dabei verwendeten 
Medien sind in Tab. 7 aufgeführt. Die Flüssigkulturen in Erlenmeyerkolben wurden in 
Rundschüttelmaschinen bei 150 Upm inkubiert. Plasmidhaltige Stämme wurden unter 
Selektionsbedingungen, d. h. unter Zugabe der entsprechenden Antibiotika, gezüchtet. 
 
Tab. 7: Züchtungsbedingungen der Bakterienstämme. (Die Zusammensetzung der Medien ist in 
Abschnitt 2.5 angegeben.) 
Stamm Flüssigmedium Festmedium Temperatur Zeit 
Actinoplanes 
sp. ATCC 
33002 
Glucose-Sojamehl-
Medium 
Emersons Hefeextrakt-
Stärke-Agar oder ISP-
Medium 4 
28 °C 3-4 d 
E. coli 
HNB zur Stammhaltung 
und für genetische 
Experimente, 
LB mit Glc zur Expression
HNB 37 °C ü. N. 
Pseudomonas 
HNB zur Stammhaltung 
und für genetische 
Experimente, 
MMM zur Expression 
HNB zur Stammhaltung, 
PMM zur Konjugation 
30 °C 1 d 
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Die Lagerung der Stämme erfolgte auf Platten mit Festmedium, welche alle 4 Wochen 
überimpft wurden, bei 4 °C oder in einer 20 %igen Glycerinlösung (2.8.1) bei -80 °C.  
 
2.8.1 Bakterien-Glycerinlösungen 
Für die Herstellung der E. coli- und Pseudomonas-Glycerinkulturen wurden die Zellen einer 
5 ml Übernachtkultur und zur Herstellung der Actinoplanes-Glycerinkultur die Zellen einer 
20 ml Kultur, die 3 d gezüchtet wurde, abzentrifugiert (10 min, 1500 x g, RT), in 1 ml 
20 % (v/v) Glycerin resuspendiert und bei -80 °C eingefroren. 
Die Konservierung der Cosmidgenbank erfolgte in sterilen Mikrotiterplatten („96 wells“) in LB-
Medium mit 8,8 % Glycerin, 3 mM NaAc (pH 7,5), 55 mM K2HPO4, 26 mM KH2PO4, 1 mM 
MgSO4, 15 mM (NH4)2SO4 und 100 µg/ml Apra. Dazu wurden die Klone mit einem sterilen 
Metallstempel in die mit je 200 µl Medium befüllten Vertiefungen transferiert, 6 h bei 37 °C 
inkubiert und bei -80 °C gelagert. 
 
2.9 Sterilisation 
Medien und alle für molekulargenetische Arbeiten benötigten Materialien, Geräte sowie 
Pufferlösungen wurden 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert oder 4 h bei 160 °C 
sterilisiert, um Kontaminationen zu vermeiden. 
Die Lösungen, die nicht hitzebeständige Substanzen enthielten, wurden sterilfiltriert (SFCA-
Membran, 0,2 µm). 
 
2.10 Gentechnische Methoden und DNA-Analytik 
2.10.1 Gesamt-DNA-Isolierung 
Die Gesamt-DNA-Isolierung wurde nach der Methode von HOPWOOD ET AL. (1985) 
durchgeführt. Der Actinoplanes-Stamm wurde in 2 x 50 ml Glucose-Sojamehl-Medium (2.5), 
welches mit jeweils 100 µl der Glycerinkultur beimpft wurde, 4 Tage bei 30 °C gezüchtet. Die 
Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 2700 x g, 4 °C) abgetrennt und mit je 10 ml 
10,3 % (w/v) Saccharoselösung gewaschen. 1,4-1,5 g Zellen wurden in 5 ml TE-Puffer 
(2.3.1), dem 10 mg/ml Lysozym zugesetzt waren, resuspendiert und 2 h bei 37 °C inkubiert. 
Nach Zugabe von 600 µl 10 % SDS-Lösung erfolgte eine weitere Inkubation von 2 h bei 
37 °C. Zur Proteinfällung wurden zuerst 6 ml Phenol/Chloroform (2.3.1) zugegeben, 10 min 
vorsichtig extrahiert, 6 ml Chloroform dazupipettiert und weitere 5 min extrahiert. 
Anschließend wurde zur Phasentrennung 10 min mit 2700 x g bei RT zentrifugiert. Die 
wässrige Phase wurde nochmals wie eben beschrieben mit Phenol/Chloroform und die 
organische Phase mit 5 ml TNE-Puffer (2.3.1) 5 min extrahiert. Nach Zentrifugation (10 min, 
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2700 x g, RT) und Phasentrennung wurden die wässrigen Phasen vereint und weitere zwei 
Mal analog mit Phenol/Chloroform behandelt. Nach anschließender zweimaliger Extraktion 
mit je 6 ml Chloroform für 5 min und Abtrennung der wässrigen Phase durch Zentrifugation 
(5 min, 2700 x g, RT) wurde RNase in einer Endkonzentration von 40 µg/ml zugesetzt und 
1 h bei 37 °C inkubiert. Es wurden 0,25 Vol. 5 M Natriumchloridlösung zugegeben, gemischt 
und nach Zupipettieren von 30 %iger PEG-Lösung in einer Endkonzentration von 10 % die 
DNA durch Schütteln gefällt. Nach Zentrifugation wurde diese ü. N. in 5 ml TE-Puffer gelöst. 
Nachdem 0,1 Vol. 3 M Natriumacetatlösung zugesetzt wurden, wurde mit 2 Vol. 96 % EtOH 
überschichtet und durch vorsichtiges Schwenken die Phasen gemischt, wobei die DNA als 
Knäuel an der Phasengrenze ausfiel. Mit einer zugeschmolzenen Pasteurpipette wurde die 
DNA zum Waschen nacheinander in Gefäße mit 70 % bzw. 96 % EtOH gegeben, 
anschließend in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt, getrocknet und in 1-1,5 ml TE-Puffer 
gelöst. 
Alle Extraktionsschritte erfolgten durch vorsichtiges Schütteln, um ein Scheren der DNA zu 
vermeiden. 
 
2.10.2 Plasmid-DNA-Isolierung 
2.10.2.1 Alkalische Lyse nach SAMBROOK ET AL. (1989) 
Plasmid-DNA, welche für analytische Zwecke oder für Klonierungen bzw. Subklonierungen 
bestimmt war, wurde nach der Methode von SAMBROOK ET AL. (1989) isoliert. Diese Methode 
ist eine Abwandlung der Methoden von BIRNBOIM & DOLY (1979) und ISH-
HOROWICZ & BURKE (1981) und ist zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli sowie 
Pseudomonaden geeignet. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht darauf, dass lineare DNA 
im stark basischen Milieu (pH 12-12,5) denaturiert, während die Konformation der ccc-
Plasmid-DNA davon nicht beeinflusst wird. Die nachfolgende Neutralisierung des 
Zellextraktes in einer hohen Salzkonzentration führt zur Ausfällung der chromosomalen DNA 
sowie des Großteils der Proteine, welche dann als Dodecylsulfatkomplex vorliegen. Die 
restlichen Proteine werden anschließend duch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. 
Für die Plasmidisolierung wurden 5 ml HNB-Medium (2.5), welches das entsprechende 
Antibiotikum enthielt, mit dem zu untersuchenden Klon angeimpft und über Nacht bei 37 °C 
geschüttelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 2700 x g, 4 °C), der Überstand völlig 
entfernt und das Pellet in 200 µl Lösung I (2.3.2) suspendiert. Es wurden 400 µl frisch 
hergestellte Lösung II (2.3.2) zugegeben, gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach 
wurden 300 µl eiskalte Lösung III (2.3.2) zugegeben, gut gemixt und weitere 5 min auf Eis 
inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 19000 x g, 4 °C) wurde der klare Überstand in ein 
neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 200 µl Phenol/Chloroform (2.3.1) extrahiert. 
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Zur Phasentrennung wurde 2 min mit 19000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Die wäßrige Phase 
wurde in ein weiteres 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und zur DNA-Fällung mit 700 µl 
Isopropanol versetzt und bei RT inkubiert. Nach 2 min wurde zentrifugiert (5 min, 19000 x g, 
4 °C), der Überstand völlig entfernt und das Pellet zuerst mit 70 % EtOH und danach mit 
96 % EtOH gewaschen, um alle Salzrückstände zu entfernen. Das im Vakuum oder bei 
60 °C getrocknete Pellet wurde in 30-50 µl TE-Puffer (2.3.1) mit 20 µg/ml RNase gelöst. 
 
2.10.2.2 Kochlyse 
Für das Screening der angereicherten Genbank wurden die Plasmide mittels Kochlyse 
isoliert. Bei dieser nach HOLMES & QUIGLEY (1981) modifizierten Methode wird die DNA 
durch eine Behandlung der Bakterien mit Triton X-100 und Inkubation bei 100 °C freigesetzt 
und denaturiert. Durch schnelles Abkühlen vernetzt die chromosomale DNA und kann durch 
Zentrifugation von der renaturierten Plasmid-DNA abgetrennt werden. Durch eine 
nachfolgende Phenolisierung und Alkohol-Fällung wird die Plasmid-DNA gereinigt und 
konzentriert. 
Für die Plasmidisolierung aus E. coli wurden 5 ml HNB-Medium (2.5), welches das 
entsprechende Antibiotikum enthielt, mit den zu untersuchenden Klonen angeimpft und über 
Nacht bei 37 °C gezüchtet. 1,5 ml dieser Kultur wurden 3 min mit 16000 x g pelletiert und der 
Überstand vollständig entfernt. Die Zellen wurden in 50 µl STE-Puffer (2.3.2) resuspendiert 
und 700 µl STET-Lösung (2.3.2) zugegeben, wobei danach nicht mehr gemischt, sondern 
sofort 1 min bei 100 °C inkubiert wurde. Nach zehnminütigem Abkühlen auf Eis wurde 
20 min mit 16000 x g zentrifugiert und die wässrige Phase in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefäß überführt; diese wurde anschließend mit 200 µl Phenol/Chloroform (2.3.1) 
extrahiert. Zur Phasentrennung wurde 2 min mit 16000 x g zentrifugiert, die wäßrige Phase 
in ein weiteres 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und zur DNA-Fällung nach Zugabe von 
700 µl Isopropanol 2 min bei RT inkubiert. Danach wurde zentrifugiert (20 min, 16000 x g), 
der Überstand völlig entfernt und das Pellet mit 500 µl 70 % EtOH gewaschen, um alle 
Salzrückstände zu entfernen. Das im Vakuum oder bei 60 °C getrocknete Pellet wurde in 
30-50 µl TE-Puffer (2.3.1) mit 20 µg/ml RNase gelöst. 
 
2.10.2.3 Isolierung mit dem E.Z.N.A.-Plasmid-Miniprep-Kit II 
Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung vorgesehen war, musste einen hohen Reinheitsgrad 
aufweisen und wurde deshalb mit dem E.Z.N.A.-Plasmid-Miniprep-Kit II der Firma Peqlab 
Biotechnologie GmbH isoliert. Alle dafür benötigten Lösungen waren im Kit enthalten. 
Dazu wurden 15 ml HNB-Medium (2.5), welches das entsprechende Antibiotikum enthielt, 
mit dem E. coli-Stamm angeimpft und über Nacht bei 37 °C geschüttelt. Die Zellen wurden 
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abzentrifugiert (10 min, 2700 x g, 4 °C), der Überstand völlig entfernt und das Pellet durch 
Vortexen in 500 µl Lösung 1/RNase A suspendiert. Nach Überführen der Suspension in ein 
2 ml-Reaktionsgefäß wurden 500 µl Lösung 2 zugegeben und durch sechsmaliges 
Invertieren des Tubes gemischt. Das klare Lysat wurde mit 700 µl Lösung 3 versetzt und 
durch Invertieren gemischt, bis sich ein weißer, flockiger Niederschlag bildete. Danach wurde 
für 10 min mit 9000 x g zentrifugiert. Der klare Überstand wurde zum Binden der Plasmid-
DNA auf eine HiBind-Zentrifugensäule, die sich in einem 2 ml Sammeltube befand, gegeben 
und 1 min bei 9000 x g zentrifugiert, bis das Lysat die Silikamembran vollständig passiert 
hatte. Der Durchfluss wurde verworfen und die an die Silikamatrix gebundene Plasmid-DNA 
zuerst mit 500 µl HB-Puffer und danach zweimal mit je 750 µl DNA-Waschpuffer gewaschen. 
Dazu wurden diese Lösungen jeweils auf die in das Sammeltube gesteckte HiBind-Säule 
aufgegeben und durch die Membran zentrifugiert (1 min, 9000 x g). Zum Trocknen wurde die 
Säule in ein leeres Sammeltube gesteckt und 1 min mit 16000 x g zentrifugiert. Anschließend 
wurde die Plasmid-DNA eluiert, indem die Säule in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß gesteckt, 50 µl 
steriles Wasser auf die Silikamatrix gegeben und wieder 1 min bei 9000 x g zentrifugiert 
wurde. 
 
2.10.3 Eckhardt-Lyse 
Ein schneller Nachweis von Plasmid-DNA aus Kolonien auf Festmedium ist mit der von 
ECKHARDT 1978 beschriebenen Methode möglich. Bei dieser werden die Lyse der Zellen, 
die Isolierung, Reinigung sowie elektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA im Gel 
direkt miteinander kombiniert. Sie hat den Vorteil, dass die Kultivierung der einzelnen Klone 
in Flüssigmedium entfällt und somit viele Kolonien in kurzer Zeit untersucht werden können. 
Deshalb war die Eckhardt-Lyse zum Screening der rekombinanten Klone, die bei 
Klonierungsexperimenten mit den Expressionsvektoren erhalten wurden, geeignet. Als 
Referenz wurde dabei der E. coli-Stamm mit dem jeweiligen Expressionsvektor verwendet. 
Wiesen die zu untersuchenden Klone das gleiche Bandenmuster wie die Referenzprobe auf, 
waren sie nicht rekombinant. Plasmide aus rekombinanten Klonen dagegen zeigten im Gel 
eine vom Expressionsvektor abweichende Wanderungsgeschwindigkeit, da diese ein 
anderes Molekulargewicht als der Vektor besaßen. 
 
Zuerst wurde ein Gel mit 0,7 bis 1 % Agarose in TAE-Puffer (2.3.3), dem nach dem Lösen 
der Agarose durch Kochen 0,02 Vol. 10 % SDS-Lösung zugesetzt wurden, gegossen und 
nach Erstarren und Einsetzen in die Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer überschichtet. 
Mit einem sterilen Zahnstocher wurde wenig Zellmasse von einer Kolonie abgenommen und 
in 20 µl E-1-F-Lösung (2.3.3), die mit 5 mg/ml Lysozym und BPB-Probenpuffer (2.3.3) 
versetzt war, schnell und vollständig suspendiert. Die so behandelten Proben wurden sofort 
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in die Taschen des vorbereiteten Agarosegels eingetragen und der Vorlauf (15 min bei 15-
20 V) gestartet. Dabei bewirkt das SDS im Gel die Zelllyse, wodurch es zur Freisetzung der 
DNA kommt. Während des Vorlaufs wandert die Plasmid-DNA in das Gel, wogegen 
verunreinigende Zellrückstände sowie der überwiegende Teil der chromosomalen DNA in 
den Geltaschen zurückbleiben. Anschließend wurde der Hauptlauf bei einer Spannung von 
80-100 V durchgeführt. Nach dem Lauf wurde das Gel zum Auswaschen von SDS-Resten 
10 min in Wasser geschüttelt, im EtBr-Bad (5 µg/ml EtBr in H2O) gefärbt und mit dem 
Bilddokumentationssystem (Gel Doc 1000 Mini-Transilluminator, Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München) fotografiert. 
 
2.10.4 Fällung von DNA 
Zur Fällung der DNA wurden 0,1 Vol. 3 M NaAc, pH 5,2, und entweder 2 Vol. 96 % EtOH 
oder 0,6 Vol. Isopropanol zugegeben. Bei der Fällung mit 96 % EtOH wurde 2 h bei -20 °C 
oder 20 min bei -80 °C inkubiert. Wurde Isopropanol verwendet, wurde 15 min bei RT 
inkubiert. Danach wurde 10 min mit 16000 x g bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde zuerst 
mit 70 % EtOH und dann mit 96 % EtOH gewaschen, im Vakuum getrocknet und in TE-
Puffer (2.3.1) oder deion. H2O gelöst.  
 
2.10.5 Quantitative Bestimmung von DNA 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte spektralphotometrisch nach SAMBROOK ET 
AL. (1989). Es wurden die Extinktionen bei 260 und bei 280 nm gemessen. Eine Extinktion 
von 1,0 bei 260 nm entspricht 50 µg dsDNA. Das Verhältnis der Extinktionen E260 nm/E280 nm 
lässt auf die Reinheit der DNA schließen. Bei reiner DNA-Lösung beträgt dieser Quotient 1,8. 
Verunreinigungen, wie Phenol oder Proteine, führen zu einem kleineren 
Extinktionsverhältnis. 
Eine weitere Möglichkeit der Konzentrationsbestimmung bestand darin, die Fluoreszenz-
intensität der zu bestimmenden DNA-Probe mit der eines Standards bekannter 
Konzentration zu vergleichen. Dazu wurden Probe und Standard einer Agarosegel-
elektrophorese (2.10.9) unterzogen, auf dem Transilluminator betrachtet und mit der 
Molecular Analyst Software (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) eine Profilanalyse der 
Banden durchgeführt. Nach Vergleich der Fluoreszenzintensitäten konnte die DNA-
Konzentration der Probe berechnet werden. Als Standard diente λ-DNA. 
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2.10.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen 
Zur Restriktion von DNA wurde für 1 µg DNA mindestens 1 U des Enzyms eingesetzt. Es 
wurde der jeweils vom Hersteller des Restriktionsenzyms angegebene Reaktionspuffer 
verwendet. Plasmid-DNA wurde 2 h und Gesamt-DNA mindestens 4 h bei 37 °C inkubiert, 
sofern kein anderes Temperaturoptimum für das Restriktionsenzym angegeben war. Danach 
wurde das Restriktionsenzym den Angaben des Herstellers entsprechend hitzeinaktiviert, 
10 min bei 68 °C bzw. 30 min bei 85 °C. Wenn die Restriktion nur zur analytischen 
Untersuchung der DNA durchgeführt wurde, wurde auf die Inaktivierung verzichtet. In diesem 
Fall wurde der Restriktionsansatz mit 0,1 Vol. BPB-Probenpuffer (2.3.3) versetzt und einer 
Agarosegelelektrophorese (2.10.9) unterzogen. 
 
2.10.7 Dephosphorylierung von DNA 
Wenn Plasmid-DNA mit nur einem Restriktionsenzym gespalten wurde, war eine 
anschließende Dephoshorylierung notwendig, um eine Religation des linearen Vektors zu 
vermeiden. Dazu wurde dieser mit alkalischer Phosphatase aus Krabben (SAP) oder aus 
Kälberdarm (CIAP) behandelt. Diese Enzyme entfernen im alkalischen Milieu die 
5´-Phosphatgruppen. Die Dephosphorylierungsreaktion wurde in dem vom Hersteller des 
Enzyms angegebenen Puffer durchgeführt. Für 1 µg DNA wurden 0,1-0,5 U SAP bzw. CIAP 
verwendet. Es wurde 30 min bis 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend die SAP 15 min 
bei 65 °C und die CIAP 15 min bei 85 °C hitzeinaktivert. 
 
2.10.8 Ligation von DNA 
Die T4-Ligase katalysiert die Ausbildung einer kovalenten Phosphodiesterbindung zwischen 
der 5´-Phosphatgruppe und der 3´-Hydroxylgruppe von DNA-Fragmenten in Gegenwart von 
Mg2+-Ionen und unter ATP-Verbrauch. 
Bei Um- und Subklonierungsexperimenten wurde für die Ligation von Insert und 
linearisiertem Vektor die Insert-DNA immer im Überschuss eingesetzt, wobei das Verhältnis 
von Insert zu Vektor mindestens 3:1 betrug. Der Ligationsansatz wurde bis auf die T4-Ligase 
zusammenpipettiert, 5 min bei 65 °C inkubiert, um Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
den überhängenden DNA-Enden zu zerstören, und dann auf Eis abgekühlt. Die T4-Ligase 
wurde dazugegeben und entweder 4 h bei 16 °C oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Wenn mittels Elektroporation (2.10.11.2) transformiert werden sollte, wurde die DNA gefällt 
(2.10.4) und in bidest. H2O wieder aufgenommen, da sich bei der Elektroporation eine zu 
hohe Salzkonzentration in der DNA-Lösung als störend erweist.  
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2.10.9 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese dient zur Trennung, Identifizierung und Isolierung von DNA-
Fragmenten. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit eines linearen DNA-Fragments 
indirekt proportional zum Logarithmus seines Molgewichts. Die Größe unbekannter 
Fragmente lässt sich bestimmen, wenn neben der zu untersuchenden Probe ein 
Längenstandard aufgetragen wird. Als Längenstandard wurden mit verschiedenen Enzymen 
verdaute λ-DNA (2.10.9.1) oder DNA-Leitern von MBI Fermentas verwendet.  
Es wurden 5 mm dicke, horizontale Gele mit Agarosekonzentrationen von 0,7 % bis 1,6 % in 
TBE- (2.3.3) oder TAE-Puffer (2.3.3) gegossen. Zum Gießen der Gele wurde Agarose in 
dem entsprechenden Volumen Puffer durch Kochen gelöst, auf etwa 50 °C abgekühlt und in 
die Gelapparatur gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde dieses in die 
Elektrophoresekammer eingesetzt, mit Puffer überschichtet und die mit 0,1 Vol. BPB-
Probenpuffer (2.3.3) versetzten DNA-Proben in die Geltaschen eingetragen. Die angelegte 
Spannung betrug 10 V/cm Gellänge. Wurde DNA auf größeren Gelen (12 cm Gellänge) über 
Nacht getrennt, betrug die Spannung nur 2,5 V/cm. Nach dem Lauf wurde das Gel 5-20 min 
in einem EtBr-Bad (5 µg/ml EtBr in H2O) inkubiert. Das EtBr interkaliert in die Doppelhelix der 
DNA und ermöglicht durch seine Fluoreszenz im UV-Licht die Detektion der DNA-Fragmente 
im Gel. Die Auswertung der Gele erfolgte auf dem Transilluminator bei 302 nm. Die Gele 
wurden mit dem Bilddokumentationssystem (Gel Doc 1000 Mini-Transilluminator, Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München) fotografiert. 
 
2.10.9.1 Herstellung des λ-Längenstandards 
Zur Herstellung des λ-Längenstandards wurde folgender Ansatz zusammenpipettiert und 2 h 
bei 37 °C inkubiert: 50 µl λ-DNA [15 µg] 
  10 µl 10xRestriktionspuffer 
  38 µl bidest. H2O 
  2 µl Restriktionsenzym [20 U]. 
Nach zehnminütiger Inaktivierung bei 68 °C wurden 50 µl BPB-Probenpuffer (2.3.3) und 
150 µl TE-Puffer (2.3.1) zugegeben. Von diesem Standard wurden zur Agarosegel-
elektrophorese pro Geltasche 8 µl aufgetragen. 
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2.10.10 Elution von DNA aus Agarosegelen 
Bei allen präparativen Agarosegelelektrophoresen wurde für das Gel, sowie als Elektro-
phoresepuffer TAE-Puffer (2.3.3) verwendet. Die Elution von DNA aus dem Gel erfolgte mit 
der von TAUTZ & RENZ (1983) beschriebenen „Freeze-Squeeze“-Methode. 
Der Restriktionsansatz wurde mittels präparativer Agarosegelelektrophorese (2.10.9) 
getrennt, das entsprechende DNA-Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten 
und das Gelstück ca. 30 min in 10 ml 0,3 M Natriumacetatlösung mit 1 mM EDTA (pH 7,1) 
äquilibriert. Bei kleineren Fragmenten wurde nur 10-15 min äquilibriert, da diese leichter aus 
dem Gel herausdiffundieren können. Danach wurde das Gelstück in ein gelochtes und mit 
silanisierter Glaswolle gestopftes 0,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, der Deckel mit Parafilm 
fixiert und dieses 5 min in flüssigen Stickstoff getaucht. Anschließend wurde es in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefäß ohne Deckel gesteckt und sofort zentrifugiert (10 min, 16000 x g, RT). Wenn 
das Volumen des Gels größer war, wurde dieser Zentrifugationsschritt wiederholt und die 
herauszentrifugierte Flüssigkeit gesammelt. Zur DNA-Fällung wurden 0,01 Vol. 1 M 
Magnesiumchloridlösung in 10 % Essigsäure sowie 2,5 Vol. 96 % EtOH zugegeben und 
15 min bei -70 °C inkubiert. Nach Zentifugation (10 min, 16000 x g, RT) wurde der Überstand 
vorsichtig abgezogen, das Pellet zuerst mit 70 % EtOH und anschließend mit 96 % EtOH 
gewaschen, kurz getrocknet und in 10 µl TE-Puffer (2.3.1) oder bidest. H2O gelöst. 
 
2.10.11 Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen 
2.10.11.1 Transformation nach HANAHAN (1983) 
2.10.11.1.1 Präparation kompetenter Escherichia coli-Zellen 
Als kompetente Zellen werden Bakterienzellen bezeichnet, die die Fähigkeit besitzen, fremde 
DNA aufzunehmen. Damit dies möglich ist, muss die Zellwand durchlässig gemacht werden. 
Nach einer Methode von MANDEL UND HIGA (1970) wird das durch Behandlung von Zellen mit 
CaCl2 erreicht. 
Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden E. coli TG1-, E. coli S17-1- sowie E. coli BL21 
(DE3) pLysS-Zellen benutzt. Es wurden 10 ml LB-Medium mit 100 µl einer 5 ml E. coli-
Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C inkubiert, bis die OD600 nm 0,3 betrug. Mit 500 µl 
dieser Kultur wurden 40 ml auf 37 °C vorgewärmtes LB-Medium beimpft und bei 37 °C bis zu 
einer OD600 nm von 0,2 gezüchtet. Nach zehnminütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen 
abzentrifugiert (10 min, 2700 x g, 4 °C) und in 20 ml auf Eis vorgekühltem Transformations-
puffer X (2.3.1) suspendiert. Anschließend wurden die Zellen weitere 20 min auf Eis 
inkubiert, erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und in 2 ml eiskaltem Transformations-
puffer X suspendiert. Die so hergestellten kompetenten Zellen wurden in 200 µl Aliquots 
Material und Methoden 
47 
schnell eingefroren (Trockeneis/EtOH) und bei -80 °C gelagert. Vor Gebrauch wurden die 
kompetenten Zellen auf Eis wieder aufgetaut. 
 
2.10.11.1.2 Transformation 
Zur Transformation wurden zum Ligationsansatz 200 µl kompetente Zellen gegeben, 
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Dabei lagert sich die DNA an die Zellmembran an. 
Danach folgte ein dreiminütiger Hitzeschock bei 42 °C, wobei die DNA von den Zellen 
aufgenommen wird. Die Zellen wurden dann auf Eis wieder abgekühlt, 900 µl SOC-Medium 
(2.5) zugefügt und 45 min bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Es wurden 50, 100 und 200 µl 
des Transformationsansatzes auf Selektionsplatten (2.10.11.1.3, Tab. 8) ausplattiert. Der 
restliche Transformationsansatz wurde bei 4 °C aufbewahrt und am nächsten Tag mit 
optimalem Volumen ausplattiert. 
Zur Kontrolle der Transformation wurden gleichzeitig eine Sterilkontrolle, welche nur 200 µl 
kompetente Zellen enthielt, und eine Kompetenzkontrolle durchgeführt. Als Kompetenz-
kontrolle wurden 200 µl kompetente Zellen mit dem Vektor (DNA-Menge < 50 ng) 
transformiert. Von der Sterilkontrolle wurden 100 µl und von der Kompetenzkontrolle 50, 100 
und 200 µl auf Selektionsplatten ausplattiert.  
 
2.10.11.1.3 Selektion 
Die Selektion erfolgte abhängig davon, welche Vektoren zur Klonierung verwendet wurden, 
und war für Klonierungs- und Expressionsvektoren verschieden. 
Bei den Klonierungsvektoren pUC18 und pBluescript IISK konnten zwei Selektionen in einem 
Schritt durchgeführt werden. Alle Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen hatten, waren 
ampicillinresistent und eine weitere Selektion erfolgte über die blau-weiß-Indikation. 
Bakterien, welche nur religierten Vektor aufgenommen hatten, wuchsen blau und Bakterien, 
die das rekombinante Plasmid enthielten, dagegen weiß. Einzelne weiße Klone wurden mit 
sterilen Zahnstochern auf ampicillinhaltige HNB-Platten (2.5) gepickt. Nach 
Plasmidisolierung, wie in Abschnitt 2.10.2.1 beschrieben, wurde durch Restriktionsanalyse 
oder Hybridisierung der Klon mit dem richtigen Insert gesucht. 
Während bei den Klonierungsvektoren rekombinante Klone sofort erkannt werden konnten, 
war bei Klonierungen in die Expressionsvektoren (pET12a, pRSETb, pJOE2702 und 
pPEH14; 2.10.19) nur die Selektion der Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen hatten, 
möglich, da diese Vektoren nicht über den zur α-Komplementation der β-Galaktosidase 
benötigten Teil des lac-Operons verfügen und somit keine Blau-Weiß-Selektion durchführbar 
ist. Um rekombinante Klone von denen, die nur religierten Vektor aufgenommen hatten, 
relativ schnell zu unterscheiden, wurde eine Eckhardt-Lyse (2.10.3) vorgenommen. Durch 
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eine anschließende Plasmidisolierung (2.10.2.1) und Restriktionsanalyse konnte der Klon mit 
dem gewünschten Insert identifiziert werden. 
In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 8) sind die jeweiligen Zusätze der verschiedenen 
Selektionsplatten zusammengestellt. Diese wurden entsprechend der in Tab. 4 (2.4) 
aufgeführten Konzentrationen dem HNB-Medium (2.5) zugegeben. 
 
Tab. 8: Zusammenstellung der Medienzusätze der Selektionsplatten für Transformationen von 
Derivaten verschiedener Vektoren in die E. coli-Stämme TG1, S17-1 und BL21 (DE3) pLysS 
Derivate der Vektoren E. coli TG1 E. coli S17-1 E. coli BL21 (DE3) pLysS 
pUC18, pBluescript IISK Amp, X-Gal, IPTG - - 
pRSETb, pET12a, pJOE2702 Amp - Amp, Cml 
pPEH14 Tet Tet - 
 
2.10.11.2 Transformation durch Elektroporation 
2.10.11.2.1 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen 
Zur Herstellung kompetenter Zellen für die Elektroporation wurden 500 ml LB-Medium (2.5) 
in einem 2 l Kolben mit 2 ml einer E. coli XL1-Blue-Übernachtkultur beimpft und bei 37 °C bis 
zu einer OD600 nm zwischen 0,5 und 0,7 gezüchtet. Nach 10-15 min Abkühlen in Eiswasser 
wurden die Zellen 15 min mit 6000 x g bei 4 °C abzentrifugiert. Anschließend wurden sie in 
500 ml eiskaltem Wasser suspendiert und wie oben beschrieben zentrifugiert. Dieser 
Waschschritt wurde mit ebenfalls 500 ml kaltem Wasser noch einmal wiederholt. Nach 
erneuter Zentrifugation wurde der Überstand abgegossen, die Zellen in dem verbleibenden 
Rest Flüssigkeit resuspendiert und in ein 50 ml Falconröhrchen überführt. Dieses wurde 
dann mit eiskaltem 15 % Glycerin aufgefüllt und anschließend die Zellen wieder 15 min mit 
6000 x g bei 4 °C abzentrifugiert. Das Volumen des Zellpellets wurde geschätzt, 1,5 Vol. 
15 % Glycerin zugegeben und die Zellen darin resuspendiert. Die so hergestellten 
kompetenten Zellen wurden in 100 µl Aliquots in vorgekühlten 1,5 ml-Reaktionsgefäßen in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 
 
2.10.11.2.2 Elektroporation 
Bei der Elektroporation wird durch elektrische Pulse die Zellmembran vorübergehend 
destabilisiert, wobei das von außen an die Zelle angelegte, elektrische Feld ein poren-
bildendes Membranpotential induziert. Für die Transformation entscheidende Parameter sind 
dabei die Feldstärke und die Pulsdauer. Mit dieser Methode können wesentlich höhere 
Transformationsraten erzielt werden als bei der Anwendung chemischer Methoden (DOWER 
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ET AL., 1988). Deshalb wurde bei der Herstellung der angereicherten Genbank (2.10.14) die 
Elektroporation als Transformationsmethode angewandt. 
Die bei -80 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu 40 µl 
Zellsuspension wurde 1 µl DNA-Lösung in bidest. H2O gegeben, gut gemischt und in eine 
vorgekühlte 2 mm Elektroporationsküvette überführt. Die anschließende Inkubation von 
1 min auf Eis führte zur Anlagerung der DNA an die Zellmembran. Zur Inkorporation der DNA 
wurden die Zellen einem Puls unter folgenden Bedingungen ausgesetzt: capacitor 25 µF, 
shunt resistor 200 Ω, Spannung 2500 V und Pulszeit 5 ms. Danach wurde sofort 1 ml auf 
37 °C vorgewärmtes SOC-Medium (2.5) zugegeben, die Zellsuspension in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefäß überführt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Es wurden jeweils 100-250 µl dieses 
Ansatzes pro Selektionsplatte (HNB-Medium mit Amp, IPTG und X-Gal) ausplattiert. Die 
Steril- und Kompetenzkontrolle wurden analog zu der in Abschnitt 2.10.11.1 beschriebenen 
Transformation durchgeführt. 
 
2.10.11.2.3 Selektion 
Die Selektion der rekombinanten Klone nach durchgeführter Elektroporation erfolgte wie 
bereits in Abschnitt 2.10.11.1.3 angegeben. 
 
2.10.12 Transfektion von Escherichia coli 
2.10.12.1 Transfektion 
20 ml 2xTY-Medium (2.5) wurden mit 200 µl einer E. coli-Übernachtkultur angeimpft und bei 
37 °C 2-3 h bis zu einer OD550 nm von 0,3 bis 0,5 gezüchtet. Die Kultur wurde dann bis zum 
Gebrauch im Kühlschrank aufbewahrt. 
Der Ligationsansatz wurde mit 50 mM Tris-HCl, pH 7,2 auf ein Endvolumen von 50 µl 
aufgefüllt. Es wurden 300 µl auf Eis aufgetaute, kompetente Zellen (2.10.11.1.1) zugegeben 
und 40 min auf Eis inkubiert. Während dieser Inkubationszeit wurden Zentrifugengläser mit je 
3 ml geschmolzenem H-Top-Agar (2.5) vorbereitet und bei 42 °C aufbewahrt. In jedes 
Zenrifugenglas wurden 40 µl 2 % X-Gal und 40 µl 100 mM IPTG gegeben. Nach der 
40minütigen Inkubation auf Eis folgte ein dreiminütiger Hitzeschock bei 42 °C. Danach 
wurden die Transfektionsansätze sofort wieder auf Eis gestellt. Dann wurden 5 µl des 
Transfektionsansatzes mit 200 µl der im Kühlschrank aufbewahrten E. coli-Kultur in ein mit 
H-Top-Agar vorbereitetes Zentrifugenglas gegeben, schnell und vorsichtig gemixt und auf 
einer bei 37 °C vorgewärmten HNB-Platte (2.5) verteilt. Mit einem 30 µl-Aliquot des  
Transfektionsansatzes sowie dem restlichem Ansatz wurde analog verfahren. Nach 
Festwerden des H-Top-Agars wurden die Platten bei 37 °C über Nacht inkubiert. Die 
Sterilkontrolle wurde mit 50 µl 50 mM Tris-HCl, pH 7,2 + 300 µl kompetenter Zellen und die 
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Kompetenzkontrolle mit 0,5 µl M13 RF-DNA + 49,5 µl 50 mM Tris-HCl, pH 7,2 + 300 µl 
kompetenter Zellen durchgeführt. 
 
2.10.12.2 Selektion 
Rekombinante Phagen bildeten weiße Plaques, während die nicht rekombinanten eine blaue 
Farbe aufwiesen. Die weißen Plaques wurden mit einer Pipette von der Platte abgesaugt 
und in 5 ml 2xTY-Medium (2.5), welches 100 µl einer E. coli-Übernachtkultur enthielt, 
überführt. Es wurde 6 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 2700 x g, RT) 
wurden jeweils 1,5 ml des Überstandes in zwei 1,5 ml-Reaktionsgefäße pipettiert und bei 
-20 °C gelagert. 
Zur Untersuchung der Phagen-DNA wurde aus dem Pellet die RF-DNA isoliert (2.10.2.1). 
Durch Restriktionsanalyse und gegebenenfalls Hybridisierung mit prnC (2.10.16) wurden die 
M13-Klone mit dem richtigen Insert identifiziert. 
 
2.10.13 Konjugation zwischen Escherichia coli und Pseudo-
monaden 
Bei der Konjugation kommt es zwischen Donorzelle und Rezipient zur Übertragung von 
DNA, wobei ein direkter Kontakt zwischen beiden besteht. Für diesen DNA-Transfer sind die 
Transfergene (tra-Gene) notwendig, über welche der E. coli-Stamm S17-1 im Chromosom 
integriert verfügt (SIMON ET AL., 1983). Damit ist dieser Stamm in der Lage, Plasmide, die den 
Transfer-Replikationsursprung (oriT) enthalten, wie z. B. pPEH14 und dessen Derivate, zu 
mobilisieren. 
Für die Konjugation von pPEH14-Derivaten wurden diese zuerst in den Stamm E. coli S17-1 
transformiert (2.10.11.1). Nach Kontrolle der Transformation wurden von dem pPEH14-
Derivat enthaltenden E. coli S17-1 sowie von den Rezipientenstämmen P. aureofaciens ACN 
und P. fluorescens BL915 ü.N.-Kulturen in je 10 ml LB-Medium (2.5) gezüchtet. Jeweils 
100 µl der ü.N.-Kultur des E. coli-Donorstamms wurden mit 100 µl der ü.N.-Kultur eines 
Pseudomonas-Rezipientenstamms in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß gemixt und auf eine 
PMM-Platte (2.5) , die 15 µg/ml Tet enthielt, getropft. Diese wurde anschließend zuerst 8 h 
bei 37 °C und dann ü. N. bei 30 °C inkubiert. Die Bakterien wurden mit der Impföse von der 
Platte gekratzt und in 200 µl Saline (2.3.7) suspendiert. Von dieser Suspension wurden 
10 µl, 50 µl und der Rest auf PMM-Agar mit 30 µg/ml Tet ausplattiert und 3 d bei 30 °C 
inkubiert. Danach wurde eine Einzelkolonie auf neuen PMM-Platten mit 30 µg/ml Tet 
vereinzelt und wieder 3 d bei 30 °C gezüchtet. Dieser Vereinzelungsschritt wurde noch 
zweimal wiederholt. Anstelle der PMM-Platten mit 30 µg/ml Tet konnten auch HNB-Platten 
(2.5) mit 30 µg/ml Tet und 100 µg/ml Amp zur Vereinzelung der Kolonien genutzt werden, da 
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der Stamm E. coli S17-1 nicht ampicillinresistent ist, Pseudomonaden jedoch über eine 
natürliche Ampicillinresistenz verfügen. Der Vorteil dabei bestand darin, dass nach der 
Vereinzelung nur 2 d bei 30 °C gezüchtet werden musste. 
 
2.10.14 Anlage der angereicherten Genbank 
2.10.14.1 Klonierungsstrategie 
Die angereicherte Genbank wurde nach der in Abb. 20 dargestellten Klonierungsstrategie 
angelegt. Als Vektor wurde das Plasmid pUC18 (2.7.1) verwendet. Nach der Restriktion mit 
SacI (2.10.14.2) wurde dieser mit der alkalischen Phosphatase aus Shrimps (SAP) 
dephosphoryliert (2.10.14.3). Die Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 wurde 
ebenfalls mit SacI geschnitten (2.10.14.2) und nach Auftrennung im Agarosegel (2.10.9) 
wurden alle etwa 3,7 kb großen Fragmente aus dem Gel eluiert (2.10.10). Diese wurden 
anschließend mittels der T4-Ligase mit dem dephosphorylierten Vektor ligiert (2.10.14.4). Die 
erhaltenen rekombinanten Plasmide wurden in den Stamm E. coli XL1-Blue 
elektrotransformiert (2.10.11.2). 
 
 
Abb. 20: Klonierungsschema zur Anlage der angereicherten Genbank. 
 
2.10.14.2 Restriktion der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 und 
des Vektors pUC18 
Für die Restriktion der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. und des Vektors pUC18 mit SacI 
wurden folgende Ansätze zusammenpipettiert: 
 A) 5 µl Gesamt-DNA [2,5 µg] 
  2 µl 10x Puffer für SacI 
  11 µl bidest. H2O 
  2 µl SacI [40 U] 
 B) 2 µl pUC18 [1,2 µg] 
  2 µl 10x Puffer für SacI 
  14 µl bidest. H2O 
  2 µl SacI [40 U]. 
pUC18                                    Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. 
dephosphorylierter pUC18                             ~3,7 kb Fragmente 
SacI, 
SAP 
SacI, 
Elution der ~3,7 kb Fragmente 
aus dem Gel 
T4-Ligase 
rekombinante Plasmide 
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Diese Ansätze wurden 1,25 h bei 37 °C inkubiert und anschließend die Vollständigkeit der 
Restriktion überprüft, indem von jedem Ansatz 1 µl zur Agarosegelelektrophorese (2.10.9) 
eingesetzt wurde.  
 
2.10.14.3 Dephosphorylierung des Vektors pUC18 
Der in den verbleibenden 19 µl Restriktionsansatz B (2.10.14.2) enthaltene SacI-
geschnittene Vektor wurde gefällt (2.10.4) und in 45 µl bidest. H2O aufgenommen. Folgender 
Dephosphorylierungsansatz wurde zusammenpipettiert: 
 45 µl SacI-geschnittener pUC18 [1,14 µg] 
 5 µl 10x SAP-Puffer 
 0,5 µl SAP [0,25 U]. 
Dieser wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und danach die SAP 15 min bei 65 °C inaktiviert. Nach 
der DNA-Fällung mit EtOH und Trocknen (2.10.4) wurde der dephosphorylierte pUC18 in 
20 µl bidest. H2O aufgenommen. 
 
2.10.14.4 Ligation 
Für die Ligation wurde der folgende Ansatz zusammenpipettiert: 
 30 µl ~3,7 kb SacI-Fragmente aus Actinoplanes sp. 
 3 µl pUC18 (SacI, dephosphoryliert) [170 ng] 
 4 µl 10x T4-Puffer (New England Biolabs) 
 1 µl bidest. H2O 
 2 µl T4-Ligase (New England Biolabs) [6 U] 
und ü. N. langsam von 20 °C auf 4 °C abgekühlt. Anschließend erfolgte eine DNA-Fällung 
mit EtOH (2.10.4). Die gefällte DNA wurde getrocknet, in 10 µl bidest. H2O gelöst und zur 
Elektroporation (2.10.11.2) eingesetzt. 
 
2.10.15 Anlage der Cosmidgenbank 
2.10.15.1 Klonierungsstrategie 
Die Cosmidgenbank wurde entsprechend dem in Abb. 21 dargestellten Klonierungsschema 
hergestellt. Als Vektor wurde das Cosmid pOJ446 (2.7.3) verwendet. Die fertig präparierten 
Cosmidarme wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Wohlleben des 
Lehrstuhls für Mikrobiologie/Biotechnologie der Eberhard-Karls-Universität Tübingen zur 
Verfügung gestellt. 
Die Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 wurde mit Sau3AI partialverdaut 
(2.10.15.2), Fragmente mit einer Größe von 30 bis 40 kb mit der alkalischen Phosphatase 
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aus Kälberdarm (CIAP) dephosphoryliert (2.10.15.3) und mittels T4-Ligase mit den beiden 
Cosmidarmen ligiert (2.10.15.4). Die erhaltenen rekombinanten DNA-Fragmente wurden in 
λ-Phagen verpackt  und anschließend der Stamm E. coli XL1-Blue MRA damit infiziert 
(2.10.15.5). 
 
 
Abb. 21: Klonierungsschema zur Anlage der Cosmidgenbank. 
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2.10.15.2 Patialrestriktion der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 
Für die partielle Restriktion der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 wurden 
verschiedene Ansätze der gleichen DNA-Konzentration mit variierenden Enzymmengen eine 
konstante Zeit behandelt. Dazu wurde folgende DNA-Puffer-Mischung zusammenpipettiert:
 90 µl DNA-Lösung [45 µg] 
 90 µl 10x Puffer NEBU + BSA (New England Biolabs) 
 720 µl bidest. H2O. 
 
Diese Mischung wurde anschließend so in acht 1,5 ml-Reaktionsgefäße verteilt, dass sich in 
dem ersten 200 µl und allen anderen 100 µl befanden. Danach wurde 1 µl Sau3AI [4 U] in 
das erste Gefäß gegeben, gemischt und daraus 100 µl in den zweiten Ansatz überführt. 
Dieser wurde wieder gemischt und 100 µl davon in den dritten Ansatz pipettiert. So wurde bis 
zum Ansatz Sieben weiterverfahren, welcher letztlich 200 µl enthielt. Der achte Ansatz, der 
Kontrollansatz, blieb unverändert und enthielt kein Enzym. Die Volumina, DNA- und 
Enzymmengen der einzelnen Ansätze sind in Tab. 9 zusammengestellt. 
 
Tab. 9: Verteilung der Volumina, DNA- und Enzymmengen der Partialverdauung 
Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8 
Volumen [µl] 100 100 100 100 100 100 200 100 
DNA-Menge [µg] 5 5 5 5 5 5 10 5 
Sau3AI [U] 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0625 0 
 
Alle acht Ansätze wurden 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden zur Enzyminaktivierung 
jeweils 6,5 µl 0,5 M EDTA-Lösung zugesetzt und 15 min auf 65 °C erhitzt. Von jedem Ansatz 
wurden 6,5 µl mittels Agarosegelelektrophorese (2.10.9) analysiert und zwei Ansätze mit 
Fragmenten geeigneter Größe ausgewählt, die dann zur Dehosphorylierung (2.10.15.3) 
verwendet wurden. 
 
2.10.15.3 Dephosphorylierung der partiell verdauten Gesamt-DNA 
Durch die Dephosphorylierung der mit Sau3AI partiell verdauten Gesamt-DNA wird 
verhindert, dass diese Fragmente bei der nachfolgenden Ligation miteinander ligieren 
können und sich Concatemere bilden. Für die Dephosphorylierung wurden zwei Ansätze wie 
folgt zusammenpipettiert:  
 100 µl Restriktionsansatz der Patialverdauung [≈ 4,7 µg DNA] 
 4 µl bidest. H2O 
 3 µl 1 M MgCl2 
 12 µl 10x OPA+-Puffer (Pharmacia) 
 1 µl CIAP [1 U] (Pharmacia) 
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wurden gemischt, 30 min bei 37 °C inkubiert und danach die CIAP 15 min bei 85 °C 
hitzeinaktiviert. 
 
2.10.15.4 Ligation mit dem Cosmidvektor pOJ446 
Vor der Ligation wurden die beiden Ansätze der dephosphorylierten Insert-DNA (2.10.15.3) 
mit der vorbereiteten Cosmid-DNA gemischt: 
 120 µl Insert-DNA [≈ 4,7 µg] (Dephosphorylierungsansatz 1) 
 120 µl Insert-DNA [≈ 4,7 µg] (Dephosphorylierungsansatz 2) 
 100 µl Cosmid-DNA [≈ 3 µg]. 
Die DNA wurde mit EtOH gefällt, getrocknet (2.10.4) und in 18 µl bidest. H2O aufgenommen. 
Davon wurde 1 µl abgenommen und für die spätere Kontrolle der Ligation aufbewahrt. Zu 
den verbleibenden 17 µl DNA-Lösung wurden 2 µl 10x T4-Puffer (New England Biolabs) und 
1 µl T4-Ligase (New England Biolabs) [3 U] zugegeben und ü. N. bei 16 °C ligiert. Von 
diesem Ansatz wurde ebenfalls 1 µl abgenommen und beide Proben (Probe vor bzw. nach 
der Ligation) mittels Agarosegelelektrophorese (2.10.9) analysiert. 
 
2.10.15.5 Verpackung der DNA und Transduktion 
Zur Verpackung der ligierten DNA in Phagenprotein wurde der „Gigapack III Gold Packaging 
Extract“ der Firma Stratagene (La Jolla, CA, USA) verwendet. Die ligierte DNA (2.10.15.4) 
wurde dafür nach einer EtOH-Fällung getrocknet (2.10.4) und in 8 µl bidest. H2O gelöst. 
Davon wurden 4 µl entsprechend der Vorschrift des Herstellers verpackt. Der „packaging 
extract“ wurde zwischen den Fingern schnell angetaut, sofort 4 µl der DNA-Lösung 
zupipettiert und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt. Es wurde kurz 
zentrifugiert und der Ansatz 1,75 h bei RT inkubiert. Danach wurden 500 µl SM-Puffer (2.3.1) 
und 20 µl Chloroform zugegeben, gemischt und kurz zentrifugiert, um den Niederschlag zu 
sedimentieren. Der Überstand kann bis zur Transduktion, jedoch maximal einen Monat, bei 
4 °C aufbewahrt werden. 
Für die Transduktion wurden 50 ml LBMM-Medium (2.5) mit 500 µl einer Übernachtkultur von 
E. coli XL1-Blue MRA beimpft und bis zu einer OD600 nm von 0,59 gezüchtet. Die Zellen 
wurden abzentrifugiert (10 min, 500 x g, 4 °C), in 25 ml 10 mM MgSO4-Lösung resuspendiert 
und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Erst vor Gebrauch wurde die Zellsuspension mit 
10 mM MgSO4 bis zu einer OD600 nm von 0,51 verdünnt. Um die für die Transduktion optimale 
Verdünnung des Verpackungsansatzes zu ermitteln, wurde dieser mit SM-Puffer 1:10 (2,5 µl 
Ansatz + 22,5 µl SM-Puffer), 1:20 (1,25 µl Ansatz + 23,75 µl SM-Puffer) und 1:50 (0,5 µl 
Ansatz + 24,5 µl SM-Puffer) verdünnt. Zu je 25 µl dieser drei Verdünnungen bzw. zu 25 µl 
des unverdünnten Verpackungsansatzes wurden je 25 µl der verdünnten Zellsuspension 
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pipettiert. Die vier Transduktionsansätze wurden 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden 
jeweils 200 µl LB-Medium (2.5) zugegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei die 
Reaktionsgefäße alle 15 min zum Mischen invertiert wurden. Die Zellen wurden 1 min 
zentrifugiert und die Pellets in je 50 µl frischem LB-Medium resuspendiert. Jeder 
Transduktionsansatz wurde auf einer apramycinhaltigen LB-Platte ausplattiert und ü. N. bei 
37 °C inkubiert. Mit dem restlichen Verpackungsansatz wurde nach optimaler Verdünnung 
(1:10) analog verfahren. Die erhaltenen Klone wurden mit sterilen Zahnstochern auf die mit 
einem Metallstempel markierten apramycinhaltigen HNB-Platten (2.5) gepickt und bei 37 °C 
ü. N. gezüchtet. 
 
2.10.16 DNA-Hybridisierung 
2.10.16.1 Southern-Transfer 
DNA aus Agarosegelen wurde nach einer Methode von SOUTHERN (1975) auf Hybond-NX-
Nylonmembranen (Amersham Life Science, Braunschweig)  transferiert.  
Nach beendeter Elektrophorese und Fotografieren (2.10.9) wurde das Agarosegel 10-20 min 
unter leichtem Schütteln in 0,125 M HCl inkubiert, um Strangbrüche in der hochmolekularen 
DNA zu erzeugen und damit den späteren Transfer zu erleichtern. Anschließend wurde das 
Gel 30 min in Denaturierungslösung (2.3.4) und danach 30 min in Neutralisationslösung I 
(2.3.4) ebenfalls unter Schütteln inkubiert. Während dieser Inkubationszeit erfolgte die 
Vorbereitung für den Kapillarblot. Dazu wurde 20xSSC-Puffer (2.3.4) als Transferpuffer in 
eine Schale gegeben und ein großer Elektrophoreseeinsatz der Horizontalen 
Submersapparaturen für Agarosegelelektrophoresen (Zentralwerkstatt der Universität 
Hohenheim) umgekehrt eingesetzt. Ein 14 cm breiter, mit Transferpuffer getränkter 
Filterpapierstreifen wurde so über den Einsatz gelegt, dass beide Enden in den Puffer 
eintauchten. Das Gel wurde mit den Taschen nach oben darauf gelegt. Die auf Gelgröße 
geschnittene Membran wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit zwei ebenso großen 
Filterpapieren abgedeckt. Als Saugkörper wurde ein 6 cm hoher Papiertuchstapel aufgesetzt 
und mit einem 1 kg Gewicht beschwert. Es wurde mindestens 4 h geblottet. Nach dem Blot 
wurden die Positionen der Geltaschen mit Bleistift auf der Membran markiert. Die Membran 
wurde kurz in 2xSSC (2.3.4) gewaschen und 10 min bei 80 °C getrocknet. Durch eine 
anschließende dreiminütige UV-Bestrahlung (302 nm) wurde die DNA auf der Membran 
fixiert. Die Membran wurde sofort zur Hybridisierung eingesetzt. 
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2.10.16.2 Sondenmarkierung 
Eine nichtradioaktive Markierung von Nucleinsäuren ermöglicht das Digoxigenin-System 
(HÖLTKE ET AL., 1995), bei dem Digoxigenin (DIG) über einen Spacer mit dem 
entsprechenden Nucleotid verbunden ist. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene DIG-
Markierungsmethoden, die DIG-3‘-Endmarkierung und die „Random primed“-Markierung, 
angewandt. Bei beiden Methoden können die aus markierter Sonde und Ziel-DNA 
bestehenden Hybride mit dem spezifischen Anti-DIG-Antikörper, der mit einer alkalischen 
Phosphatase (AP) gekoppelt ist, nachgewiesen werden. Die Detektion erfolgt über eine 
Chemilumineszenzreaktion, wobei die AP die Dehposphorylierung des Substrates CPD-Star 
zu einem instabilen Intermediat katalysiert, das beim Zerfall zu den Endprodukten Licht 
emittiert. 
 
2.10.16.2.1 Digoxigenin-3‘-Endmarkierung von Oligonucleotiden 
Bei der 3‘-Endmarkierung von Oligonucleotiden wird durch die terminale Transferase jedes 
Oligonucleotidmolekül mit einem DIG-markierten ddUTP-Molekül markiert. Für diese 
Markierung wurde der „DIG Oligonucleotide 3‘-End Labeling“-Kit (Roche Diagnostics, 
Mannheim) verwendet und entsprechend den Angaben des Herstellers verfahren. 
Dazu wurde folgender Standard-Reaktionsansatz auf Eis zusammenpipettiert: 
 4 µl Reaktionspuffer 
 4 µl 25 mM CoCl2-Lösung 
 100 pmol Oligonucleotid 
 1 µl 1 mM DIG-ddUTP 
 1 µl terminale Transferase [50 U]. 
Der Ansatz wurde mit bidest. Wasser auf ein Endvolumen von 20 µl aufgefüllt und gemischt. 
Nach einer Inkubation von 15 min bei 37 °C wurde auf Eis abgekühlt und die Reaktion 
abgestoppt, indem 1 µl Glycogenlösung mit 200 µl 0,2 M EDTA (pH 8,0) verdünnt wurde und 
davon 2 µl zum Reaktionsansatz zugesetzt wurden. Anschließend wurde das markierte 
Oligonucleotid nach Zugabe von 2,5 µl 4 M LiCl und 75 µl vorgekühltem 96 % EtOH (-20 °C) 
entweder durch 30minütige Inkubation bei -80 °C oder durch Inkubation bei -20 °C für 2 h 
gefällt. Es wurde 10 min mit 19000 x g bei 4 °C zentrifugiert, das Pellet mit 50 µl kaltem 70 % 
EtOH (-20 °C) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das so markierte Oligonucleotid 
wurde bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt und erst vor Gebrauch in 50 µl bidest. 
Wasser gelöst und zur Herstellung der Hybridisierungslösung mit 5 ml Prähybridisierungs-
lösung (2.3.4) verdünnt. Die Hybridisierungslösung konnte mehrfach verwendet werden und 
wurde ebenfalls bei -20 °C gelagert. 
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2.10.16.2.2 „Random primed“ DNA-Markierung mit Digoxigenin 
Diese Markierungsmethode ermöglicht die Markierung von DNA-Fragmenten. Sie basiert auf 
der Hybridisierung von unspezifischen Oligonucleotiden an die denaturierte zu markierende 
DNA. Durch das Klenow-Enzym, das diese Oligonucleotide als Primer nutzt, wird unter 
Verwendung eines dNTP-Mixes, der zusätzlich DIG-dUTP enthält, der komlementäre DNA-
Strang synthetisiert. Die Vorteile der Methode liegen darin, dass DNA-Fragmente 
verschiedenster Größe markiert werden können, wobei schon wenige Nanogramm 
Template-DNA ausreichen, um Mikrogramm an markierter DNA zu erhalten. 
Es wurde der „DIG-High Prime“-Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet, bei dem alle 
erforderlichen Komponenten, wie Oligonucleotide, dNTP-Mix mit DIG-11-dUTP sowie das 
Klenow-Enzym, in einer Lösung enthalten sind.  
Zuerst wurde 1 µg DNA mit sterilem H2O auf ein Endvolumen von 16 µl aufgefüllt. Zur 
Denaturierung wurde die DNA-Lösung 10 min im Wasserbad gekocht und anschließend 
schnell auf Eis abgekühlt. Danach wurden 4 µl DIG-High Prime zugegeben, gemixt, kurz 
zentrifugiert und 20 h bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 2 µl 0,2 M EDTA (pH 8,0) und  
zehnminütiges Erhitzen auf 65 °C wurde die Reaktion abgestoppt. Anschließend wurden 
2,5 µl 4 M LiCl und 75 µl vorgekühltes 96 % EtOH (-20 °C) zugesetzt und die markierte 
Sonde entweder durch 30minütige Inkubation bei -80 °C oder durch Inkubation bei -20 °C für 
2 h gefällt. Es wurde 10 min mit 19000 x g bei 4 °C zentrifugiert, das Pellet mit 50 µl kaltem 
70 % EtOH (-20 °C) gewaschen, im Vakuum getrocknet und bei -20 °C aufbewahrt. Erst vor 
Gebrauch wurde die Sonde in 50 µl bidest. H2O gelöst und in 5 ml Prähybridisierungslösung 
(2.3.4) gegeben. Diese Hybridisierungslösung konnte mehrfach verwendet werden und 
wurde ebenfalls bei -20 °C gelagert. 
 
2.10.16.3 Hybridisierung und Detektion 
Mittels Hybridisierungsexperimenten sollte untersucht werden, ob die Gesamt-DNA aus 
Actinoplanes sp. ATCC 33002 zu prnC, dem MCAP-3-Halogenasegen aus dem Pyrrolnitrin-
produzenten Pseudomonas fluorescens BL915, homologe Sequenzabschnitte besitzt. 
Weiterhin wurden Hybridisierungen zum Screening der angereicherten Genbank und der 
Cosmidgenbank von Actinoplanes sp. ATCC 33002 sowie zur Untersuchung rekombinanter 
Klone durchgeführt. Dabei wurde nicht nur prnC als Sonde, sondern auch zwei 
Oligonucleotide, CHLST1+ (5‘-GCGGCTGCAGSTGGDWSATYCCGYT-3‘) und CHLST1- 
(5‘-CCSSTGGATCCSCGGGTCSABGAAGC-3‘), welche dem Consensusbereich bekannter 
Halogenasen entsprechen (ZEHNER ET AL., 2000), eingesetzt. Zum Screening der 
Cosmidgenbank wurde eine mittels PCR amplifizierte Sonde verwendet (2.10.18.1). 
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Für die Berechnung der Hybridisierungsbedingungen gilt folgende Gleichung (SAMBROOK ET 
AL., 1989): 
  )N/600()CG(%41,0]Nalog[6,16C5,81Tm −+++°=
+
 
 
Dabei ist Tm die Schmelztemperatur des Hybrids, [Na+] die Natriumionenkonzentration der 
Hybridisierungs- bzw. der Waschlösung, (%G+C) der GC-Gehalt der Sonde und N deren 
Nucleotidanzahl. Zur Berechnung der Schmelztemperatur für prnC wurde ein GC-Gehalt von 
64 % eingesetzt. 
Die Hybridisierungs- und Waschtemperatur wurden jeweils nach gewünschter Homologie 
niedriger als Tm gewählt. Bei Tm entstehen nur Hybride mit 100 % Homologie. Eine 
Temperaturerniedrigung um 1 °C führt zu einer Fehlpaarung von 1 %, d.h. die Homologie 
wird um 1 % herabgesetzt. Bei den Waschschritten kann die Stringenz nicht nur durch 
Temperaturerhöhung, sondern auch durch eine Verringerung der Salzkonzentration erhöht 
werden. Die für die vier verwendeten Sonden unterschiedlichen Hybridisierungsbedingungen 
sind in Tab. 10 zusammengestellt. 
 
Tab. 10: Bedingungen für die Hybridisierung und Stringenzwaschschritte für verschiedene Sonden. 
Tm: Schmelztemperatur der Hybride; THyb: Hybridisierungstemperatur; SSCHyb: SSC-Gehalt 
der Hybridisierungslösung; HHyb: nach der Hybridisierung erreichte Homologie; TStr: 
Temperatur der Stringenzwaschschritte; SSCStr: SSC-Gehalt der Stringenzwaschlösungen; 
HStr: Homologie nach den Stringenzwaschschritten. 
Sonde Tm SSCHyb THyb HHyb SSCStr TStr HStr 
prnC 95,6 °C  1x 60,6 °C 65 %  0,5x; 0,2x 59,0 °C 75 % 
CHLST1+ 84,4 °C  5x 54,4 °C 70 %  4x; 2x 57,8 °C 80 % 
CHLST1- 87,0 °C  5x 47,0 °C 60 %  4x; 2x 50,3 °C 70 % 
PCR-Sonde 91,0 °C  0,5x 71,0 °C 80 %  0,2x; 0,1x 69,0 °C 90 % 
 
2.10.16.3.1 Prähybridisierung 
Die Membran wurde in 2xSSC (2.3.4) befeuchtet und in die Hybridisierungsröhre eingelegt. 
Nach Zugabe der Prähybridisierungslösung (2.3.4) wurde 1 bis 2 h bei der entsprechenden 
Temperatur (THyb, siehe Tab. 10) inkubiert, um freie Bindungsstellen der Membran 
abzusättigen und unspezifische Bindung der Sonde zu verhindern. Im Anschluss an die 
Prähybridisierung erfolgte sofort die Hybridisierungsreaktion (2.10.16.3.2). 
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2.10.16.3.2 Hybridisierungsreaktion 
Die Prähybridisierungslösung wurde verworfen, durch die Hybridisierungslösung, welche aus 
5 ml Prähybridisierungslösung mit DIG-markierter Sonde (2.10.16.2) bestand, ersetzt. 
Anschließend wurde je nach verwendeter Sonde entsprechend der in Tab. 10 angegebenen 
Bedingungen über Nacht inkubiert. Wenn die prnC-Sonde eingesetzt wurde, musste die 
Hybridisierungslösung vor Gebrauch durch zehnminütiges Erhitzen auf 95 °C und schnelles 
Abkühlen auf Eis denaturiert werden. 
 
2.10.16.3.3 Stringenzwaschschritte 
Die nach der Hybridisierungsreaktion folgenden Stringenzwaschschritte dienten dazu, 
Hybride mit niedrigerer Homologie als die gewünschte wieder auszuwaschen. Die 
Zusammensetzung der Stringenzwaschlösung ist in Abschnitt 2.3.4 angegeben, wobei der 
SSC-Gehalt je nach verwendeter Sonde variiert (Tab. 10). 
Die Membran wurde 2 x 15 min mit jeweils 100 ml der ersten Stringenzwaschlösung mit 
höherem SSC-Gehalt (Tab. 10) und 2 x 15 min mit jeweils 100 ml der zweiten 
Stringenzwaschlösung mit niedrigerem SSC-Gehalt (Tab. 10) gewaschen. Diese 
Waschschritte wurden abhängig von der zur Hybridisierung verwendeten Sonde bei der 
entsprechenden Temperatur (TStr, Tab. 10) durchgeführt. Anschließend wurde sofort die 
Detektion (2.10.16.3.4) vorgenommen. 
 
2.10.16.3.4 Detektion 
Die Detektion erfolgte mit dem „DIG Luminescent Detection“-Kit (Roche Diagnostics, 
Mannheim) nach der Anleitung des Herstellers. Die ersten Schritte, einschließlich der 
Antikörperbehandlung, wurden in der Hybridisierungsröhre durchgeführt. Alle weiteren 
Schritte erfolgten in einer Glasschale auf dem Schüttler. Es wurde bei RT gearbeitet.  
Zuerst wurde die Membran 5 min in 100 ml Waschpuffer (2.3.4) gewaschen und 30 min in 
90 ml Detektionspuffer II (2.3.4) bei RT inkubiert. Danach wurde mit 1 µl Anti-Dig-AP in 10 ml 
Detektionspuffer II weitere 30 min inkubiert. Es wurde 2 x 15 min mit je 100 ml Waschpuffer 
gewaschen und die Membran 5 min in Detektionspuffer III (2.3.4) equilibriert. Für eine 
fünfminütige Inkubation mit der CDP-Star-Lösung, welche vorher durch Verdünnen der 
Stammlösung 1:100 in Detektionspuffer III hergestellt worden war, wurde die Membran auf 
eine Klarsichtfolie gelegt, 500 µl CDP-Star-Lösung darauf gegeben, eine zweite Klarsichtfolie 
aufgelegt, die Lösung zwischen den Folien durch Reiben mit einem Tuch über die gesamte 
Membran verteilt und anschließend 5 min im Dunkeln inkubiert. Die feuchte Membran wurde 
luftblasenfrei in Folie eingeschweißt, in eine Kassette eingelegt und 15 min bis 2 h bei 37 °C 
ein Röntgenfilm auf der Membran exponiert. 
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Sollte die Membran für weitere Hybridisierungen verwendet werden, musste erst eine 
Rehybridisierung (2.10.16.3.5) erfolgen. 
 
2.10.16.3.5 Rehybridisierung 
Zur Rehybridisierung wurde die Membran kurz in H2O geschwenkt, in die Hybridisierungs-
röhre eingelegt und 2 x 15 min bei 37 °C mit Rehybridisierungslösung (2.3.4) inkubiert. Nach 
Spülen der Membran in 2xSSC (2.3.4) konnte diese sofort zur Prähybridisierung 
(2.10.16.3.1) eingesetzt werden. 
 
2.10.16.4 Koloniehybridisierung 
Das Screening der Cosmidgenbank erfolgte mittels Koloniehybridisierung. Dieses Verfahren 
ermöglicht die Untersuchung einer großen Anzahl von Klonen in kurzer Zeit, da die Züchtung 
der Bakterien in Flüssigkultur und DNA-Isolierung entfällt. Die Züchtung der Klone und Lyse 
zur DNA-Freisetzung erfolgen direkt auf der Membran, die dann zur Hybridisierung 
eingesetzt wird. 
Mit Hilfe eines Metallstempels wurden die zu untersuchenden Klone auf eine 
Polyamidmembran (Sartolon, Sartorius AG, Göttingen) übertragen. Zusätzlich wurden als 
Positivkontrolle der Stamm E. coli XL1-Blue pIWa3700 sowie als Negativkontrolle E. coli 
XL1-Blue MRA aufgetragen. Die Membran wurde luftblasenfrei mit der Kolonieseite nach 
oben auf eine HNB-Platte (2.5) mit Apramycin gelegt und 5-7 h bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran wieder mit der Kolonieseite nach oben zuerst 5 min auf 
mit 10 % SDS-Lösung getränktes Filterpapier, dann 7 min auf mit Denaturierungslösung 
(2.3.4) getränktes Filterpapier und zuletzt 6 min auf mit Neutralisationslösung II (2.3.4) 
getränktes Filterpapier gelegt. Nach fünfminütigem Waschen in 2xSSC (2.3.4) wurde die 
Membran an der Luft getrocknet und die DNA durch dreiminütige UV-Bestrahlung (302 nm) 
fixiert. Um Zellreste von der Oberfläche zu entfernen wurde die Membran in der 
Hybridisierungsröhre 1 h bei 50 °C mit Waschlösung (2.3.4) inkubiert, anschließend mit der 
Lösung in eine Glasschale überführt und die Zellreste mit einem Gummiwischer abgerieben. 
Dieser Waschschritt wurde mit neuer Waschlösung noch zweimal wiederholt. Danach wurde 
die Membran sofort zur Hybridisierung (2.10.16.3) eingesetzt. 
 
2.10.17 Sequenzierung von DNA 
Da bei GC-reicher DNA pro Sequenzierungsreaktion maximal 700-800 bp gelesen werden 
können, mussten für die Sequenzierung des ~3,7 kb Inserts aus dem Plasmid pIWa3700 
sowie für die teilweise Sequenzierung des ~3 kb Inserts aus pIW3000Bcos10 kleinere 
überlappende Fragmente subkloniert werden. Dazu wurden die beiden Plasmide mit 
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verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut (2.10.6), nach Trennung der DNA-Fragmente 
mittels Agarosegelelektrophorese (2.10.9) die entsprechenden Fragmente aus dem Gel 
eluiert (2.10.10) und mit dem analog geschnittenen, gegebenenfalls dephosphorylierten 
(2.10.7) Vektor ligiert (2.10.8). Als Vektoren wurden die Plasmide pUC18 und 
pBluescript IISK (2.7.1) sowie der Phage M13mp19 (2.7.2) eingesetzt. Die auf pUC18 und 
pBluescript IISK basierenden Kostrukte wurden in E. coli transformiert (2.10.11.1), während 
mit den M13mp19-Derivaten die Transfektion von E. coli erfolgte (2.10.12). Alle zur 
Sequenzierung konstruierten Plasmide sind in Tab. 11 aufgeführt. 
Aus diesen Klonen wurde die Plasmid-DNA wie in Abschnitt 2.10.2.3 beschrieben isoliert und 
nach Bestimmung der Konzentration (2.10.5) am Lehrstuhl für Mikrobiologie/Biotechnologie 
der Eberhard-Karls-Universität Tübingen von Dr. Pelzer sequenziert. Alle weiteren 
Sequenzierungen, einschließlich der Nachsequenzierung der für die Expression 
amplifizierten Gene halB und halBhis, wurden bei MWG-Biotech, Ebersberg in Auftrag 
gegeben. Dazu wurde die DNA wie in 2.10.2.3 beschrieben isoliert, pro Sequenzierung 1 µg 
DNA gefällt (2.10.4) und als getrocknetes Pellet in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß verschickt. 
Die Synthese der dafür benötigten Primer erfolgte nach Angabe der Sequenz ebenfalls bei 
MWG-Biotech, Ebersberg. 
 
Tab. 11: Für die Sequenzierung konstruierte Plasmide. 
Plasmid verwendeter Vektor Insert-DNA 
pIWa1200 pUC18 1,2 kb PstI/BamHI-Fragment aus pIWa3700 
p1 M13mp19 1,9 kb SacI/BamHI-Fragment aus pIWa3700 
p2a pBluescript IISK 0,92 kb BamHI-Fragment aus pIWa3700 
p2b M13mp19 0,87 kb BamHI/SacI-Fragment aus pIWa3700 
p3 M13mp19 1,8 kb PstI-Fragment aus pIWa3700 
p4 M13mp19 0,87 kb PstI-Fragment aus pIWa3700 
p5 M13mp19 0,73 kb SacI/PstI-Fragment aus pIWa3700 
p6/6 Sal pBluescript IISK 1,2 kb SalI-Fragment aus pIWa3700 
p7/11 Sal pBluescript IISK 0,77 kb SalI-Fragment aus pIWa3700 
p7/14 Sal pBluescript IISK 0,84 kb SalI-Fragment aus pIWa3700 
p9/2 Sal pBluescript IISK 0,56 kb SalI-Fragment aus pIWa3700 
p9/5 Sal pBluescript IISK 0,48 kb SalI-Fragment aus pIWa3700 
pEB1300 pBluescript IISK 1,3 kb EcoRI/BamHI-Fragment aus pIW3000Bcos10 
pCfr500 pBluescript IISK 0,5 kb CfrI-Fragment aus pIW3000Bcos10 
pCfr300 pBluescript IISK 0,3 kb CfrI-Fragment aus pIW3000Bcos10 
pSal300 pBluescript IISK 0,3 kb SalI-Fragment aus pIW3000Bcos10 
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2.10.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR stellt eine in vitro-Methode zur enzymatischen Vervielfachung ausgewählter DNA-
Sequenzen dar. Dabei binden sense- und antisense-Primer an die denaturierte Matrizen-
DNA (Annealing) und flankieren somit die Ziel-DNA, die amplifiziert werden soll. Eine 
hitzestabile DNA-Polymerase katalysiert anschließend die Verlängerung der Primer 
(Extension). Durch mehrfaches Wiederholen dieses Denaturierungs-Annealing-Extensions-
Zyklus wird die Ziel-DNA exponentiell vervielfacht. Die Enden der entstehenden Fragmente 
sind dabei durch das 5‘-Ende der Primer definiert, da die bereits amplifizierte Ziel-DNA in 
allen nachfolgenden Zyklen ebenfalls als Matrize dient (STEFFEN ET AL., 1999). 
Da GC-reiche DNA amplifiziert werden sollte, wurde für die PCR ein PCR-Mix verwendet, 
der nicht alle vier dNTPs in gleicher Konzentration enthielt, sondern einen höheren Anteil an 
dCTP und dGTP aufwies. Dieser Mix setzte sich wie folgt zusammen: 
 50 µl 10x Reaktionspuffer der verwendeten DNA-Polymerase (Taq oder Pfu) 
 17 µl 10 mM dCTP [1,7 mM] 
 17 µl 10 mM dGTP [1,7 mM] 
 8 µl 10 mM dATP [0,8 mM] 
 8 µl 10 mM dTTP [0,8 mM]. 
Dem PCR-Ansatz wurde MgCl2 zugesetzt, da Mg2+-Ionen die Enzymaktivität der Polymerase 
beeinflussen, indem sie mit den dNTPs lösliche Komplexe bilden, die als Substrat für die 
Polymerase dienen. Weiterhin können durch den Zusatz von Additiven, wie z. B. BSA, 
Glycerin, DMSO oder Gelatine, die Effizienz und Spezifität der PCR erhöht werden. Der 
Effekt dieser Additive lässt sich jedoch nicht generell vorhersagen, sondern muss für jede 
PCR empirisch ermittelt werden (STEFFEN ET AL., 1999). 
Um die Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte einzugrenzen, wurde ein „Hot Start“ 
durchgeführt (BIRCH ET AL., 1996). Dafür wurde der PCR-Ansatz ausschließlich der DNA-
Polymerase zusammenpipettiert. Diese wurde erst nach dem ersten Temperatur-
programmschritt (10 min bei 95 °C), der zur vollständigen Denaturierung der Matrizen-DNA 
diente, zugegeben. Anschließend wurde der Ansatz mit 50 µl Mineralöl überschichtet und mit 
dem Temperaturprogramm fortgefahren. Die Überschichtung mit Mineralöl war notwendig, 
um das Verdampfen des im Ansatz enthaltenen Wassers zu verhindern, da der verwendete 
Thermocycler nicht über eine Deckelheizung verfügte. 
Nach dem letzten PCR-Zyklys schloss sich die Auffüllreaktion (5 min bei 72 °C bzw. 75 °C) 
an, bei der alle nur partiell amplifizierten DNA-Stränge vervollständigt wurden. 
Die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese 
(2.10.9) und nachfolgende Elution aus dem Gel (2.10.10) gereinigt. 
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2.10.18.1 Herstellung der Sonde zum Screening der Cosmidgenbank 
Die zum Screening der Cosmidgenbank verwendete Sonde wurde mit den Primern 
CHLST1+ (5‘-GCGGCTGCAGSTGGDWSATYCCGYT-3‘) und CHLST1- (5‘-CCSSTGGATC 
CSCGGGTCSABGAAGC-3‘), welche dem Consensusbereich bekannter Halogenasen 
entsprechen (ZEHNER ET AL., 2000), amplifiziert, wobei das SacI-geschnittene Plasmid 
pIWa3700r als Matrizen-DNA diente. Die Primer wurden in einer Endkonzentration von 2 µM 
eingesetzt. Es wurde folgender PCR-Ansatz mit einem Volumen von 100 µl zusammen-
pipettiert: 
 54 µl bidest. H2O  
 10 µl 25 mM MgCl2 [2,5 mM] 
 5 µl DMSO [5 %] 
 20 µl PCR-Mix [160 µM dATP, 160 µM dTTP, 340 µM dGTP, 340 µM dCTP] 
 2 µl CHLST1- [200 pmol] 
 2 µl CHLST1+ [200 pmol] 
 2 µl pIWa3700r, SacI-geschnitten [~50 ng] 
 5 µl Taq-DNA-Polymerase [2,5 U]. 
 
Dieser Ansatz durchlief anschließend das nachfolgend aufgeführte Temperaturprogramm: 
 1) 10 min bei 95 °C 
 2) 30 s bei 95 °C 
 3) 1 min bei 50 °C 10 Zyklen, Temperaturinkrement: -1,5 °C pro Zyklus 
 4) 45 s bei 72 °C 
 5) 30 s bei 95 °C 
 6) 1 min bei 42 °C 28 Zyklen 
 7) 45 s bei 72 °C 
 8) 5 min bei 72 °C 
 9) Abkühlen auf 4 °C 
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2.10.18.2 Amplifikation von halA, halB und halBhis für die Herstellung der 
Expressionskonstrukte 
Für die Herstellung der Expressionskonstrukte wurden halA und halB mit verschiedenen 
Primern mittels PCR amplifiziert. Dabei wurde die Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt, welche 
im Gegensatz zur Taq-DNA-Polymerase über eine 3‘-5‘-Exonucleaseaktivität verfügt und 
dadurch eine wesentlich geringere Fehlerrate aufweist (CLINE ET AL., 1996). 
Für die Amplifikation von halA wurde das BamHI-geschnittene Plasmid pIW3000Bcos10 und 
für die Amplifikation von halB das SacI-geschnittene Plasmid pIWa3700 als Matrizen-DNA 
verwendet. Alle zur PCR genutzten Primer sind in Tab. 12 aufgeführt. 
 
Tab. 12: Verschiedene Primer für die Amplifikation von halA und halB. Die Erkennungssequenzen der 
Restriktionsendonucleasen sind unterstrichen, Start- und Stopcodons (antisense) sind kursiv 
und Ribosomenbindestellen sind fett gedruckt. 
Primer Tm [°C] Sequenz 
HalA_Vsp+ 63,4    5‘-GAGTACATTAATATGTCAGGCAGCACC-3‘ 
HalA_Bam+ 64,6    5‘-ATAAGGATCCGATGTCAGGCAGCAC-3‘ 
HalA_Xba+ 66,3    5‘-CACCTCTAGAAGGACGCACCGATGT-3‘ 
HalA_Hind- 63,0    5‘-ATATAAGCTTTCACTGGGGTTCCGG-3‘ 
HalB_Vsp+ 55,9    5‘-TATAATTAATATGAGTTCAGCGCC-3‘ 
HalB_Bgl+ 59,3    5‘-TATAAGATCTATGAGTTCAGCGCC-3‘ 
HalB_Xba+ 63,0    5‘-CAACTCTAGAAGGAGGCAGTCATGA-3‘ 
HalB_Hind- 57,6    5‘-TATAAAGCTTTCAGAAGATCCTCC-3‘ 
RSET_his+2 62,7    5‘-TAACTGATCAAAGGAGATATACATATGCGG-3‘ 
 
Beim Design dieser Primer – mit Ausnahme von HalA_Xba+ und HalB_Xba+ – wurde direkt 
vor das Startcodon (ATG) bzw. das Stopcodon (antisense-Strang: TCA) eine für die 
nachfolgende Klonierung der PCR-Produkte geeignete Schnittstelle gesetzt. Bei den sense-
Primern HalA_Xba+ und HalB_Xba+ wurde jeweils zwischen der XbaI-Schnittstelle und dem 
ATG-Codon, mit einem Abstand von sieben Nucleotiden, eine Ribosomenbindestelle 
(AGGA) eingefügt, da die damit amplifizierten Gene so in den Pseudomonas-
Expressionsvektor pPEH14 kloniert werden sollten, dass die im Vektor enthaltene RBS nicht 
genutzt werden konnte. Damit die Restriktionsendonucleasen schneiden können, war am 5´-
Ende das Anfügen eines Überhangs von mindestens vier Nucleotiden notwendig. Das 3´-
Ende entspricht jeweils der Sequenz aus Actinoplanes sp. bzw. bei dem Primer RSET_his+2 
der aus dem Vektor pRSETb. 
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Es wurden drei PCR-Ansätze mit jeweils unterschiedlichen Primerpaaren für die 
Amplifikation von halA wie folgt zusammenpipettiert: 
 65 µl bidest. H2O  
 4 µl 25 mM MgCl2 [1 mM]1 
 5 µl DMSO [5 %] 
 20 µl PCR-Mix [160 µM dATP, 160 µM dTTP, 340 µM dGTP, 340 µM dCTP] 
 2 µl sense-Primer (HalA_Vsp+, HalA_Bam+ oder HalA_Xba+) [200 pmol] 
 2 µl HalA_Hind- [200 pmol] 
 1 µl pIW3000Bcos10, BamHI-geschnitten [~50 ng] 
 1 µl Pfu-DNA-Polymerase [3 U]. 
 
Diese Ansätze durchliefen anschließend folgendes Temperaturprogramm: 
 1) 10 min bei 95 °C 
 2) 30 s bei 95 °C 
 3) 20 s bei 60 °C2 35 Zyklen 
 4) 2 min bei 75 °C 
 5) 5 min bei 75 °C 
 6) Abkühlen auf 4 °C. 
 
Für die Amplifikation von halB wurden ebenfalls drei PCR-Ansätze mit jeweils verschiedenen 
Primerpaaren zusammenpipettiert: 
 60 µl bidest. H2O3 
 4 µl 25 mM MgCl2 [1 mM]1 
 10 µl DMSO [10 %]3 
 20 µl PCR-Mix [160 µM dATP, 160 µM dTTP, 340 µM dGTP, 340 µM dCTP] 
 2 µl sense-Primer (HalB_Vsp+, HalB_Bgl+ oder HalB_Xba+) [200 pmol] 
 2 µl HalB_Hind- [200 pmol] 
 1 µl pIWa3700, SacI-geschnitten [~50 ng] 
 1 µl Pfu-DNA-Polymerase [3 U]. 
 
                                                
1 Die Endkonzentration an Mg2+-Ionen war 3 mM, da der Reaktionspuffer der Pfu-DNA-Polymerase 
2 mM MgSO4 enthielt. 
2 Für den PCR-Ansatz mit dem Primerpaar HalA_Xba+ und HalA_Hind- betrug die Annealing-
temperatur 62°C. 
3 Für den PCR-Ansatz mit dem Primerpaar HalA_Xba+ und HalA_Hind- wurden 65 µl H2O und 5 µl 
DMSO verwendet, was einer Endkonzentration von 5 % DMSO entspricht. 
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Mit diesen Ansätzen wurde das nachstehende Temperaturprogramm durchgeführt: 
 1) 10 min bei 95 °C 
 2) 30 s bei 95 °C 
 3) 20 s bei 55 °C 35 Zyklen 
 4) 2 min bei 75 °C 
 5) 5 min bei 75 °C 
 6) Abkühlen auf 4 °C. 
 
Weiterhin wurde halBhis aus dem Plasmid pRSEThalB mit den Primern RSET_his+2 und 
HalB_Hind- amplifiziert: 
 27,5 µl bidest. H2O  
 2 µl 25 mM MgCl2 [1 mM]1 
 5 µl DMSO [10 %] 
 10 µl PCR-Mix [160 µM dATP, 160 µM dTTP, 340 µM dGTP, 340 µM dCTP] 
 2 µl RSET_his+2 [200 pmol] 
 2 µl HalB_Hind- [200 pmol] 
 1 µl pRSEThalB [~25 ng] 
 0,5 µl Pfu-DNA-Polymerase [1,5 U]. 
 
Der Ansatz wurde folgendem Temperaturprogramm unterzogen: 
 1) 10 min bei 95 °C 
 2) 30 s bei 95 °C 
 3) 30 s bei 48 °C 35 Zyklen 
 4) 2 min 10 s bei 75 °C 
 5) 5 min bei 75 °C 
 6) Abkühlen auf 4 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
                                                
1 Die Endkonzentration an Mg2+-Ionen war 3 mM, da der Reaktionspuffer der Pfu-DNA-Polymerase 
2 mM MgSO4 enthielt. 
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2.10.19 Herstellung der Konstrukte für die Expression von halA, 
halB und halBhis 
Die mittels PCR amplifizierten Gene halA, halB und halBhis (2.10.18.2) wurden in die 
Expressionsvektoren pRSETb, pET12a und pJOE2702 (2.7.4) und pPEH14 (2.7.5) kloniert. 
Dazu wurden die aus dem Agarosegel eluierten PCR-Produkte (2.10.10) sowie die Vektoren 
mit den entsprechenden Restriktionsendonucleasen geschnitten (2.10.6) und miteinander 
ligiert (2.10.8). Um das Verhältnis von rekombinanten Plasmiden zu religertem Vektor zu 
erhöhen und damit das spätere Screening nach dem richtigen rekombinanten Klon zu 
vereinfachen – da mit diesen Vektoren keine Blau-Weiß-Selektion möglich ist – wurde vor 
der Transformation als Selektionsschritt eine weitere Restriktion durchgeführt. Dafür wurde 
eine Endonuclease gewählt, die nur religierten Vektor schneidet, aber keine Schnittstelle in 
den rekombinanten Plasmiden aufweist. Die Transformation erfolgte wie in Abschnitt 
2.10.11.1 beschrieben in den Stamm E. coli TG1. Erst nach dem Screening nach dem 
jeweiligen richtigen rekombinanten Konstrukt, wurde dieses im Fall der Derivate der 
Vektoren pRSETb, pET12a und pJOE2702 in den Stamm E. coli BL21 (DE3) pLysS und im 
Fall der von pPEH14 abgeleiteten Konstrukte in den Stamm E. coli S17-1 transformiert 
(2.10.11.1). Die Konjugation der pPEH14-Derivate in die Stämme P. aureofaciens ACN und 
P. fluorescens BL915 erfolgte wie in Abschnitt 2.10.13 beschrieben. 
In Tab. 13 sind alle hergestellten Expressionskonstrukte, die zur Klonierung verwendeten 
Vektoren, PCR-Produkte und die verwendeten Restriktionsenzyme aufgeführt. 
 
Tab. 13: Übersicht zur Klonierung der Expressionskonstrukte.  
Konstrukt 
für die 
Expression 
ver-
wendeter 
Vektor 
Restriktion des 
Vektors mit 
PCR-
amplifizier-
tes Insert 
Restriktion des 
Inserts mit 
Restriktion 
zur Selektion 
mit 
pRSEThalA pRSETb BamHI + HindIII halA BamHI + HindIII BglII 
pEThalA pET12a NdeI + HindIII halA VspI + HindIII NdeI 
pJOEhalA pJOE2702 NdeI + HindIII halA VspI + HindIII NdeI 
pCIBhalA pPEH14 XbaI + HindIII halA XbaI + HindIII KpnI 
pRSEThalB pRSETb BglII + HindIII halB BglII + HindIII EcoRI 
pEThalB pET12a NdeI + HindIII halB VspI + HindIII NdeI 
pJOEhalB pJOE2702 NdeI + HindIII halB VspI + HindIII NdeI 
pCIBhalB pPEH14 XbaI + HindIII halB XbaI + HindIII KpnI 
pCIBhalBhis pPEH14 BamHI + HindIII halBhis BclI + HindIII XbaI 
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2.11 Expression und Proteinanalytik 
2.11.1 Zellzüchtung 
Die rekombinanten Expressionsklone E. coli BL21 pLys mit den Plasmiden pRSEThalA, 
pRSEThalB, pEThalB und pJOEhalB wurden in LB-Medium (2.5) mit Glc, Amp und Cml 
gezüchtet. Dazu wurden 20 ml Medium mit 1-10 % der ü. N.-Kultur beimpft, bei 37 °C bis zu 
einer OD600 nm von 0,2 bis 0,6 gezüchtet und eine Probe von 2-4 ml steril entnommen. Im 
Falle der Klone mit den Plasmiden pRSEThalA, pRSEThalB und pEThalB wurde die 
Expression von halA bzw halB durch Zugabe von IPTG in Endkonzentrationen von 0,2-4 mM 
induziert. Bei E. coli BL21 pLys pJOEhalB erfolgte die Induktion durch Zugabe von 
Rhamnose in einer Endkonzentration von 1 %. Anschließend wurden die Bakterienkulturen 
bei 16 °C, 30 °C oder 37 °C unter Schütteln inkubiert. Zur Untersuchung, ob halA bzw halB 
exprimiert werden, wurden Proben von 2-4 ml nach 1-6 h ab dem Zeitpunkt der Induktion 
sowie nach weiterer Züchtung ü. N. steril abgenommen. Alle abgenommen Proben wurden 
sofort zentrifugiert, das Medium vollständig entfernt und die Bakterienpellets bis zum 
Zellaufschluss (2.11.2) bei -20 °C eingefroren. 
Die rekombinanten Pseudomonaden-Stämme mit den Plasmiden pCIBhalB und pCIBhalBhis 
wurden in Mais-Melasse-Medium (2.5) mit Tet gezüchtet. Es wurden jeweils 900 ml Medium 
mit 10 ml einer ü. N.-Kultur beimpft und 3 d bei 30 °C unter Schütteln inkubiert. Die Zellen 
wurden durch 20minütige Zentrifugation mit 6000 x g bei 4 °C geerntet. Nach dem Waschen 
mit Saline (2.3.7) wurden die Zellen, sofern der Aufschluss nicht sofort erfolgte, portioniert 
und bei -80 °C eingefroren. 
 
2.11.2 Zellaufschluss 
2.11.2.1 Ultraschall 
Bei den wie in 2.11.1 beschrieben gezüchteten rekombinanten Pseudomonaden erfolgte der 
Aufschluss mittels Ultraschall, da diese Methode für große Zellmengen gut geeignet ist. Die 
Zellen wurden in einem dem doppelten Zellnassgewicht entsprechenden Volumen 
100 mM KPP (pH 7,2) (2.3.7) suspendiert und unter Eiskühlung 6 min in Intervallen von 5 s 
und einer Amplitude von 40 µm beschallt. Danach wurde sofort 30 min mit 48000 x g bei 
4 °C zentrifugiert. Der Rohextrakt wurde abgenommen und nach erneuter Zentrifugation 
(30 min, 48000 x g, 4 °C) in Portionen von 1 ml bei -20 °C gelagert. 
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2.11.2.2 Schwingmühle 
Sollten nur geringe Mengen an Zellen, die in weniger als 1 ml Puffer suspendiert waren, 
lysiert werden, wurde eine Schwingmühle verwendet. Dazu wurden die nach 2.11.1 
erhaltenen Zellpellets aufgetaut, in 200 µl 100 mM KPP (pH 7,2) (2.3.7) suspendiert und mit 
0,2-0,3 g Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,25-0,5 mm (Carl Roth GmbH + Co, 
Karlsruhe) versetzt. Die Reaktionsgefäße wurden in eine Schwingmühle eingespannt und bei 
4 °C für 10 min mit maximaler Geschwindigkeit geschüttelt. Es wurde 10 min mit 19000 x g 
bei 4 °C zentrifugiert, der Rohextrakt abgenommen und zur SDS-PAGE (2.11.4) verwendet 
oder bei -20 °C eingefroren. Die Glasperlen wurden aus den Reaktionsgefäßen entfernt und 
die Pellets mit 100 mM KPP (pH 7,2) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 
Pellets in 75 µl 100 mM KPP (pH 7,2) und 25 µl DTT-Lösung (2.3.5) suspendiert und 5 min 
gekocht. Die Lösungen konnten nach Zugabe von BPB-Lösung (2.3.5) direkt zur SDS-PAGE 
(2.11.4) eingesetzt werden. 
 
2.11.2.3 Aufschluss mit Lysozym 
Eine Alternative zum Aufschluss kleiner Zellmengen in der Schwingmühle ist der 
Zellaufschluss mit Lysozym. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Zellen 
schonender als in der Schwingmühle lysiert werden. Die nach 2.11.1 erhaltenen Zellpellets 
wurden aufgetaut, in 200 µl Lysozympuffer (2.3.7), dem 0,2 mg/ml Lysozym, 10 mM CHAPS 
und 5 mM DTT zugesetzt waren, suspendiert und 1 h bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation 
(10 min, 19000 x g, 4 °C) konnte der Rohextrakt abgenommen werden. Die Pellets wurden 
mit 200 µl Lysozympuffer gewaschen und anschließend in 60 µl DTT-Lösung (2.3.5) 
resuspendiert und durch fünfminütiges Kochen gelöst. 
 
2.11.2.4 Crash-Aufschluss 
Sollte überprüpft werden, ob halB überhaupt von dem jeweiligen Expressionsklon 
überexprimiert wurde, wurden die Zellen mittels Crash-Aufschluss lysiert. Diese sehr 
schnelle Aufschlussmethode hat jedoch den Nachteil, dass im Falle einer Überexpression 
nicht unterschieden werden kann, ob das Protein in löslicher Form oder als Inclusionbodies 
in der Zelle vorliegt. 
Die Zellpellets (2.11.1) wurden aufgetaut, in 100 µl 100 mM KPP (pH 7,2) (2.3.7) 
suspendiert, 100 µl Auftragspuffer (2.3.5) zugegeben und 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach 
Abkühlen auf RT wurde 2 min mit 16000 x g zentrifugiert. Der Überstand konnte nach 
anschließender Probenvorbereitung (2.11.4.2) einer SDS-PAGE (2.11.4) unterzogen 
werden. 
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2.11.3 Proteinbestimmung 
Der Proteingehalt der Rohextrakte wurde nach der Methode von WHITAKER & GRANUM (1980) 
bestimmt. Dazu wurde die Absorption des Extrakts bei 235 nm und 280 nm gemessen und 
die Konzentration cProtein nach folgender Gleichung berechnet: 
Verdünnung
280235
Protein f2,51
)E(E[mg/ml]c ⋅−=
, 
wobei E235 die Absorption bei 235 nm, E280 die Absorption bei 280 nm und fVerdünnung der 
Verdünnungsfaktor ist. Das Verdünnen des Extraktes war notwendig, wenn die Absorption 
bei 235 nm den Wert von 1,2 überstieg, da das LAMBERT-BEERsche Gesetz für höhere Werte 
keine Gültigkeit mehr besitzt. 
 
2.11.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE ermöglicht eine Auftrennung von Proteinen ausschließlich nach ihrer Größe. 
Dafür ist es jedoch notwendig, diese vorher mit SDS zu denaturieren und gegebenenfalls 
durch Behandlung mit DTT in ihre Untereinheiten zu spalten. Durch die Behandlung mit SDS 
kommt es durch hydrophobe Wechselwirkungen zur Bildung von negativ geladenen SDS-
Protein-Mizellen mit konstantem Ladungs/Masse-Verhältnis, so dass bei anschließender 
PAGE die Proteine nur noch auf Grund ihrer unterschiedlichen Masse aufgetrennt werden 
(ECKERT & KARTENBECK, 1997). 
Die Größenbestimmung der zu untersuchenden Proteine erfolgte durch den Vergleich mit 
Markerproteinen bekannter Masse. 
 
2.11.4.1 Herstellung des Gels 
Zur SDS-PAGE wurde eine vertikale Gelelektrophoreseapparatur der Firma PHASE, Lübeck, 
verwendet. Die Größe der Gele betrug 6 cm x 14 cm und deren Dicke 1 mm. Das Trenn- und 
das Sammelgel wurden wie in Abschnitt 2.3.5 aufgeführt vorbereitet, wobei die Lösung IV 
(2.3.5) erst kurz vor dem Gießen des Gels zugegeben wurde. Zuerst wurde das Trenngel 
zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit 500 µl EtOH überschichtet. Nachdem das 
Trenngel polymerisiert war, wurde das EtOH abgeschüttet, das Sammelgel darauf gegossen 
und sofort der Kamm für die Probentaschen in das noch flüssige Gel gesteckt. 
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2.11.4.2 Probenvorbereitung 
Den Proteinproben wurden 5 µl DTT-Lösung (2.3.5) zugesetzt. Danach wurden die Proben 
gevortext, kurz zentrifugiert und 5 min im Wasserbad gekocht. Nach Abkühlen auf RT wurde 
jeweils 1 µl BPB-Lösung (2.3.5) zugegeben und anzentrifugiert.  
Je Geltasche wurden maximal 25 µl Probe aufgetragen, wobei die Proteinmenge pro Probe 
maximal 25 µg betrug. Konzentrierte Proteinlösungen wurden gegebenenfalls mit Auftrags-
puffer (2.3.5) verdünnt. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte wie in Abschnitt 2.11.3 
angegeben. 
 
2.11.4.3 Elektrophorese 
Die Gele (2.11.4.1) wurden in die Elektrophoresekammer eingespannt, diese mit Elektro-
phoresepuffer (2.3.5) gefüllt und nach Entfernen des Kamms die Geltaschen mit 
Elektrophoresepuffer gespült. Anschließend wurden die nach 2.11.4.2 vorbereiteten Proben 
mit Hilfe einer Hamilton-Spritze in die Probentaschen des Gels gefüllt, wobei die Spritze 
zwischen jedem Probenauftrag mit deion. Wasser gespült wurde. Für die Elektrophorese 
wurde eine Stromstärke von 35 mA pro Gel eingestellt. Die Elektrophorese war beendet, 
wenn die BPB-Front aus dem Gel austrat. Für eine anschließende Proteinfärbung (2.11.4.4) 
oder Westernblot (2.11.5) wurden die Gele von den Glasplatten gelöst und das Sammelgel 
abgetrennt. 
 
2.11.4.4 Coomassie-Färbung 
Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel sofort in Färber (2.3.5) gegeben und unter 
Schütteln 30 min darin inkubiert. Anschließend wurde das Gel mit deion. Wasser abgespült 
und 1 h im Entfärber (2.3.5), ebenfalls unter Schütteln, entfärbt. Der Entfärber musste dabei 
alle 15-20 min gewechselt werden.  
Um Gele zu konservieren, wurden diese mindestens 1 h gewässert und dann auf dem 
Geltrockner getrocknet. 
 
2.11.5 Westernblot 
Das Westernblotting ermöglicht den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus 
der Polyacrylamidmatrix und deren Immobilisierung an einer festen Phase (Membran). Damit 
ist es möglich, Proteine mit speziellen Bindungseigenschaften durch eine Immundetektion 
direkt auf der Membran nachzuweisen. Besonders effizient erfolgt der Transfer der Proteine 
im elektrischen Feld (TOWBIN ET AL., 1979). 
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Der Elektroblot wurde als Tankblot durchgeführt. Es wurde eine hydrophobe Membran aus 
Polyvinylidendifluorid (PVDF), die Immobilon-P Transfermembran (Millipore, Eschborn), 
verwendet. 
 
2.11.5.1 Blotten 
Nach abgeschlossener Elektrophorese wurde das Gel 15 min in Blotpuffer (2.3.6) inkubiert 
und die Membran wie folgt vorbereitet: 15 s in MeOH, dann 2 min in deion. Wasser und 
anschließend 5 min in Blotpuffer konditioniert. Danach wurden Gel und Membran in einer 
Schale unter Blotpuffer luftblasenfrei zwischen zwei gelochten Kunststoffplatten, zwei 
Schwämmen und je vier Lagen Filterpapier zusammengepresst und in die mit Blotpuffer 
gefüllte Blotkammer eingehängt. Der Transfer erfolgte von der Kathode zur Anode ü. N. bei 
einer Stromstärke von 300 mA und unter Wasserkühlung. 
Nach beendetem Transfer wurde der Blot abgebaut und die Gelumrisse auf der Membran 
markiert. Zur Überprüfung des vollständigen Transfers, wurde das Gel mit Coomassie 
gefärbt (2.11.4.4). Die Membran wurde 2 h bei 37 °C getrocknet und anschließend die Bahn 
mit den Markerproteinen abgeschnitten, da deren Detektion (2.11.5.3) und die Detektion von 
HalBhis (2.11.5.2) verschieden durchgeführt wurden. 
 
2.11.5.2 Detektion von HalBhis 
HalBhis enthält das Xpress-Epitop mit der Sequenz: -Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-, 
welches von dem Antikörper Anti-Xpress-HRP (Invitrogen, Groningen, Niederlande) erkannt 
wird. Da dieser Antikörper mit der Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, erfolgte der 
Nachweis über folgende Chemilumineszenzreaktion: Die HRP katalysiert die Umsetzung von 
Luminol mit H2O2 unter alkalischen Bedingungen, wobei über verschiedene Zwischenstufen 
und nach Abspaltung von N2 ein cyclisches Peroxid gebildet wird, das unter Aufspaltung der 
Peroxidbindung zerfällt. Die dabei freigesetzte Energie führt zur Anregung der beiden 
Carbonylbindungen des entstandenen Aminophthalat-Dianions. Para-substituierte Phenole 
können die Chemilumineszenz durch Reaktion mit den Enzymzwischenstufen verstärken 
(ECKERT & KARTENBECK, 1997). 
Die Membran wurde dreimal jeweils 10 min mit 100 ml TBS/Tween (2.3.6) gewaschen. Zum 
Blocken der Membran wurde 2 h in 100 ml TBS/Milch (2.3.6) inkubiert. Nachdem erneut 
dreimal 10 min mit je 100 ml TBS/Tween gewaschen wurde, folgte eine zweistündige 
Inkubation mit der Antikörperlösung (2.3.6). Danach wurde die Membran wieder mit 
TBS/Tween gewaschen, viermal 10 min mit je 100 ml. Anschließend wurde die 
Detektionslösung, bestehend aus 10 ml Luminollösung (2.3.6), 44 µl Enhancer-Lösung 
(2.3.6) und 10 ml H2O2-Lösung (2.3.6), auf die Membran gegeben und 5 min inkubiert. Der 
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Blot wurde auf Filterpapier abgetropft, in Folie eingeschlagen und in einer Kassette ein 
Röntgenfilm für 15 min bis 1 h darauf exponiert. 
 
2.11.5.3 Detektion des Markers 
Als Marker wurde ein biotinylierter Molekulargewichtstandardmix der Firma Sigma-Aldrich, 
Deishoven, Niederlande, verwendet. Deshalb erfolgte die Detektion hier über die Bindung 
von AP-konjugiertem Avidin mit anschließendem colorimetrischem Nachweis der AP. Als 
Substrat dient dabei BCIP, wobei nach Abspaltung des Phosphatrestes das entstandene 
Indoxylderivat durch NBT oxidiert wird und zu einem tiefblauen, unlöslichen Indigofarbstoff 
dimerisiert. Gleichzeitig führt die Reduktion des NBT zu einer intensiv purpur gefärbten, 
unlöslichen Verbindung, was die Intensität des Farbniederschlages noch verstärkt (ECKERT & 
KARTENBECK, 1997). 
Die Membran wurde dreimal jeweils 10 min mit 100 ml TBS/Tween (2.3.6) gewaschen. Zum 
Blocken der Membran wurde 2 h in 100 ml TBS/Milch (2.3.6) inkubiert. Nachdem erneut 
dreimal 10 min mit je 100 ml TBS/Tween gewaschen wurde, folgte eine einstündige 
Inkubation mit der Avidinlösung (2.3.6). Danach wurde die Membran wieder wie oben 
beschrieben mit TBS/Tween gewaschen und anschließend mit der frisch hergestellten 
Substratlösung, bestehend aus 49 ml Carbonatpuffer (2.3.6), 500 µl NBT-Lösung (2.3.6) und 
500 µl BCIP-Lösung (2.3.6), nach Sicht gefärbt. Die Färbung wurde duch Zugabe von 
Wasser abgestoppt und der Blot zwischen Filterpapier getrocknet. 
 
2.12 Enzymtests für den Nachweis der halogenierenden 
Aktivität 
Für den Nachweis der halogenierenden Aktivität von HalB bzw. HalBhis wurde ein von Dr. 
Wage entwickelter Enzymtest auf MCAP-3-Halogenaseaktivität (WAGE, 2004) modifiziert 
angewandt.  
Die Enzymtests wurden mit den nach 2.11.2.1 hergestellten Rohextrakten der 
Pseudomonadenstämme P. aureofaciens pCIBhalB und P. fluorescens pCIBhalBhis sowie 
als Referenz mit den Rohextrakten von P. aureofaciens ACN und P. fluorescens BL915 
durchgeführt. Diese Referenztests waren notwendig, da es sich bei den Pseudomonas-
Stämmen um Pyrrolnitrinproduzenten handelt und eine aus dieser Biosynthese resultierende 
halogenierende Aktivität ausgeschlossen werden sollte. Weiterhin wurde ein Blindtest 
(Enzymtest ohne Zusatz von Rohextrakt) durchgeführt, um auszuschließen, dass das 
chlorierte Produkt durch chemische Umsetzung gebildet wurde.  
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Da das natürliche Substrat der HalB aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 nicht bekannt ist, 
wurden verschiedene Phenylpyrrole sowie ein Phenylfuran getestet. In Abb. 22 sind die 
chemischen Strukturen dieser Substanzen dargestellt.  
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Abb. 22: Strukturen der im Enzymtest verwendeten potentiellen Substrate: Monodechlor-
aminopyrrolnitrin (MCAP), 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (DBM-PP), 2-(3,5-Dichlor-
2-methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP), 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP), 2-(3,5-
Dibromphenyl)pyrrol (DB-PP), 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan (DBM-PF) und 2-(2-
Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP). 
 
Im Folgenden werden diese Substrate wie in Tab. 14 vereinbart abgekürzt. 
 
Tab. 14: Übersicht der Abkürzungen für die als Substrate verwendeten Substanzen. 
Abkürzung Substrat 
MCAP Monodechloraminopyrrolnitrin 
DBM-PP 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
DCM-PP 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol 
BM-PP 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
DB-PP 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol 
DBM-PF 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan 
M-PP 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol 
 
Als Cofaktoren wurden dem Enzymtest NADH und FAD zugesetzt. Die Stammlösungen aller 
im Test verwendeten Substanzen wurden wie in Abschnitt 2.3.8 angegeben hergestellt. In 
bestimmten Tests wurde zusätzlich eine NAD(P)H-abhängige Flavinreduktase aus E. coli 
(SsuE), die freundlicherweise von Dr. Unversucht zur Verfügung gestellt wurde, zugegeben. 
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2.12.1 Durchführung der Enzymtests 
Die aufgetauten Rohextrakte wurden 10 min mit 19000 x g bei 4 °C zentrifugiert, um 
ausgefallene Proteine zu sedimentieren. Anschließend wurden die Enzymtests unter 
Beachtung der angegebenen Pipettierfolge zusammenpipettiert, kurz gemixt und ü. N. bei 
30 °C unter Schütteln inkubiert. Die Extraktion der Reaktionsprodukte erfolgte am nächsten 
Tag. 
 
2.12.1.1 Enzymtests mit dem Substrat Monodechloraminopyrrolnitrin (MCAP) 
Die Enzymtests wurden wie folgt zusammenpipettiert: 
 3 µl SsuE-Rohextrakt  [0,55 mU] 
 252 µl 100 mM KPP, pH 7,2 
 100 µl Rohextrakt 
 10 µl 500 mM MgCl2  [25 mM Cl-] 
 10 µl 8 mM MCAP  [200 µM] 
 5 µl 1 mM FAD  [12,5 µM] 
 20 µl 50 mM NADH  [2,5 mM]. 
 
Das Gesamtvolumen eines Tests betrug 400 µl. Die eingesetzten Rohextrakte stammten aus 
P. aureofaciens pCIBhalB, P. aureofaciens ACN, P. fluorescens pCIBhalBhis bzw. P. fluores-
cens BL915. 
Zur Abtrennung der Reaktionsprodukte wurde zweimal mit jeweils 300 µl MTB durch 
fünfminütiges vorsichtiges Schütteln extrahiert, wobei die Phasentrennung durch 
Zentrifugation (2 min, 16000 x g, RT) erfolgte. Die Extrakte wurden in der Speed Vac bis zur 
Trockne eingeengt und anschließend in 40 µl MeOH aufgenommen. Jeweils 20 µl davon 
wurden mittels HPLC (2.12.2.1) analysiert. 
 
2.12.1.2 Enzymtests mit dem Substrat 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
(DBM-PP) 
Die Enzymtests wurden wie folgt zusammenpipettiert: 
 3 µl SsuE-Rohextrakt  [0,55 mU] 
 507 µl 100 mM KPP, pH 7,2 
 200 µl Rohextrakt 
 20 µl 500 mM MgCl2  [25 mM Cl-] 
 20 µl 8 mM DBM-PP  [200 µM] 
 10 µl 1 mM FAD  [12,5 µM] 
 40 µl 50 mM NADH  [2,5 mM]. 
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Das Gesamtvolumen eines Tests betrug 800 µl. Die eingesetzten Rohextrakte stammten aus 
P. aureofaciens pCIBhalB, P. aureofaciens ACN, P. fluorescens pCIBhalBhis bzw. P. fluores-
cens BL915. 
Bei einem zusätzlich durchgeführten Blindtest wurden anstelle des Rohextraktes 200 µl 
100 mM KPP (pH 7,2) zupipettiert. 
Zur Gewinnung der Reaktionsprodukte wurden die Tests dreimal mit jeweils 400 µl MTB 
durch fünfminütiges vorsichtiges Schütteln extrahiert, wobei die Phasentrennung wieder 
durch Zentrifugation (2 min, 16000 x g, RT) erfolgte. Die Extrakte wurden in der Speed Vac 
vakuumgetrocknet und in 25 µl MeOH aufgenommen, wovon anschließend 1 µl zur GC-MS-
Analyse (2.12.2.2 und 2.12.2.3) eingesetzt wurde. 
 
2.12.1.3 Enzymtests mit den Substraten Monodechloraminopyrrolnitrin 
(MCAP), 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP), 2-(3-Brom-
2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP), 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol 
(DB-PP), 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP) und 2-(3,5-Dibrom-2-
methoxyphenyl)furan (DBM-PF) 
Für die Enzymtests mit den Substraten MCAP, DCM-PP, BM-PP, DB-PP, M-PP und 
DBM-PF wurden nur die Rohextrakte aus P. aureofaciens pCIBhalB und P. aureofaciens 
ACN eingesetzt. Die Tests wurden wie folgt zusammenpipettiert: 
 520 µl 100 mM KPP, pH 7,2 
 200 µl Rohextrakt 
 10 µl 500 mM MgCl2  [12,5 mM Cl-] 
 20 µl 8 mM Substrat  [200 µM] 
 10 µl 1 mM FAD  [12,5 µM] 
 40 µl 50 mM NADH  [2,5 mM]. 
 
Das Gesamtvolumen der Tests betrug 800 µl. Die Extraktion der Reaktionsprodukte aus den 
Enzymtests erfolgte wie in Abschnitt 2.12.1.2 beschrieben und die Analyse der Tests mittels 
GC-MS (2.12.2.2). 
Für den Blindtest wurden anstelle des Rohextrakts 200 µl 100 mM KPP (pH 7,2) zupipettiert 
und anschließend analog den Enzymtests weiter verfahren. 
 
2.12.2 Analyse der aus den Enzymtests extrahierten Metabolite  
2.12.2.1 High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC) 
Zur Trennung der extrahierten Metabolite aus den Enzymtests mit dem Substrat MCAP 
mittels HPLC wurde eine Reversed-Phase-Trennsäule Lichrospher 100, RP18, 5,0 µm, SC 
(250 x 4,6 mm) verwendet. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus MeOH und deion. Wasser 
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im Verhältnis von 65:35. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Die Detektion erfogte durch Messung 
der UV-Absorption bei 220 nm. Zur Auswertung des Chromatogramms wurde die GAT-
Chrom Chromatographie Software ©1993-1995 und zur graphischen Darstellung das 
Programm Microcal Origin genutzt. Die Identifikation des Eduktes MCAP und des Produktes 
Aminopyrrolnitrin sollte durch den Vergleich der Retentionszeiten erfolgen. Die dafür 
benötigte Referenzprobe, die MCAP sowie Aminopyrrolnitrin enthielt, wurde 
freundlicherweise von Dr. Wage zur Verfügung gestellt. 
 
2.12.2.2 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) 
Die Trennung und Analyse der extrahierten Metabolite aus den Enzymtests mit den 
Substraten MCAP, DBM-PP, DCM-PP, BM-PP, DB-PP, DBM-PF und M-PP erfolgte mittels 
GC-MS [GC Hewlett Packard 5890/MSD 5971/Autosampler HP 7673; Software: HP G1034C 
MS ChemStation] unter Verwendung einer HP-1-Säule mit einer Länge von 11,5 m, einem 
Innendurchmesser von 0,2 mm und einer Filmdicke von 0,33 µm. Als Trägergas wurde 
Helium mit einem Fluss von 1 ml/min verwendet. Die Injektortemperatur betrug 280 °C und 
die Interface-Temperatur 290 °C. Folgendes Temperaturprogramm wurde durchlaufen: 1 min 
bei 80 °C, Aufheizen auf 310 °C mit einer Rate von 20 °C/min, 3 min bei 310 °C. Zur 
Detektion wurden die Metabolite mit 70 eV ionisiert und ein Full Scan im Bereich von 
42-500 amu aufgezeichnet. 
 
2.12.2.3 Hochauflösende Massenspektrometrie 
Die aus dem Enzymtest mit dem Substrat DBM-PP extrahierten Metabolite wurden im Institut 
für Dopinganalytik und Sportbiochemie in Kreischa von Dr. Thieme mittels GC-HRMS mit 
einer Auflösung von 10000 [GC Hewlett Packard 5890/Autospec Ultima Q (FISONS 
Instruments)/Autosampler CTC 200; Softwaresystem: OPUS V3.3X (DEC 3000 model 300 
workstation)] analysiert. Die eingesetzte Phenyl-Methylsilikon-Säule (Optima 5-MS) hatte 
eine Länge von 11 m, einen Innendurchmesser von 0,2 mm und eine Filmdicke von 0,35 µm. 
Als Trägergas wurde Helium mit einem Fluss von 1 ml/min verwendet. Die Injektortemperatur 
und die Interface-Temperatur betrugen 280 °C. Folgendes Temperaturprogramm wurde 
durchlaufen: 0,5 min bei 150 °C, Aufheizen auf 320 °C mit einer Rate von 12,5 °C/min, 1,5 
min bei 320 °C. Zur Detektion wurden die Metabolite mit 40 eV ionisiert und ein Full Scan im 
Bereich von 120-600 amu aufgezeichnet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Hybridisierung der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. 
ATCC 33002 
Die wie in Abschnitt 2.10.1 beschrieben isolierte Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 
33003 wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten (2.10.6), wobei pro Ansatz 
10 µg DNA eingesetzt wurden. Nach anschließender Trennung der DNA-Fragmente mittels 
Agarosegelelektrophorese (2.10.9) und Transfer dieser auf eine Nylonmembran (2.10.16.1) 
erfolgte die Hybridisierung (2.10.16.3). Als Sonde wurde dabei das digoxigeninmarkierte Gen 
prnC (2.10.16.2.2), das MCAP-Halogenasegen aus dem Pyrrolnitrinproduzenten 
Pseudomonas fluorescens BL915, verwendet. Die Bedingungen der Hybridisierung und 
Stringenzwaschschritte wurden so gewählt, dass sich Hybride mit einer Homologie von 75 % 
bilden konnten.  
Die Ergebnisse dieser Hybridisierung sind in Tab. 15 und Abb. 23 dargestellt. Nach 
Restriktion der Gesamt-DNA mit BglII, EcoRI, PaeI bzw. KpnI hybridisierte mit prnC jeweils 
nur ein einziges, jedoch sehr großes DNA-Fragment, während nach der Restriktion mit 
Ecl136II (SacI) ein hybridisierendes Fragment mittlerer Größe erhalten wurde. Bei den mit 
BamHI bzw. PstI geschnittenen Ansätzen wurden jeweils zwei hybridisierende Fragmente 
detektiert. 
Das Hybridisierungsmuster kann wie folgt interpretiert werden: Besitzt der Stamm 
Actinoplanes sp. nur ein prnC-homologes, potentielles Halogenasegen, so enthält dieses 
mindestens eine BamHI- und eine PstI-Schnittstelle. Andererseits ist nicht auszuschließen, 
dass der Pentachlorpseudilinproduzent über mehrere Halogenasegene verfügt, da 
Pentachlorpseudilin sowohl am Phenol- als auch am Pyrrolring chloriert ist und insgesamt 
fünf Chloratome enthält. 
 
Tab. 15: Größe der mit prnC hybridisierenden Fragmente der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. 
ATCC 33002 nach deren Spaltung mit verschiedenen Restriktionsenzymen. 
Restriktionsenzym Größe der hybridisierenden Fragmente 
BamHI ≈ 3,2 kb und ≈ 1 kb 
BglII ≈ 11 kb 
PstI ≈ 7 kb und ≈ 1,9 kb 
EcoRI ≈ 12 kb 
PaeI (SphI) > 14 kb 
KpnI ≈ 14 kb 
Ecl136II (SacI) ≈ 3,7 kb 
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14.1 kb
11.5 kb
5.08 kb
4.65 kb
4.5 kb
2.84 kb
2.5 kb
2.1 kb
2.0 kb
1.7 kb
1.16 kb
1.1 kb
 1    2    3    4    5    6    7                           8    9
 
Abb. 23: Ergebnisse der Hybridisierung der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 mit prnC 
als Sonde, Homologie: 75 %. 
 Bahn 1: Gesamt-DNA, BamHI    Bahn 2: Gesamt-DNA, BglII 
 Bahn 3: Gesamt-DNA, PstI    Bahn 4: Gesamt-DNA, EcoRI 
 Bahn 5: Gesamt-DNA, PaeI (entspricht SphI)   Bahn 6: Gesamt-DNA, KpnI 
 Bahn 7: λ-DNA, PstI    Bahn 8: λ-DNA, PstI 
 Bahn 9: Gesamt-DNA, Ecl136II (entspricht SacI) 
 
3.2 Anlage und Screening der angereicherten Genbank 
Zur Konstruktion der angereicherten Genbank sollte aus den in Tab. 15 angegebenen, mit 
prnC hybridisierenden Fragmenten ein geeignetes ausgewählt werden. 
Dabei musste beachtet werden, dass sehr große Fragmente (BglII-, EcoRI-, PaeI- bzw. KpnI-
Fragmente) zur Klonierung in den Vektor pUC18 ungeeignet waren sowie dass bei zu 
kleinen Fragmenten das gesuchte Gen möglicherweise nicht vollständig enthalten sein 
konnte. Weiterhin schied die Klonierung von BamHI- oder PstI-Fragmenten aus, da 
Restriktionen mit diesen Enzymen zu jeweils zwei hybridisierenden Fragmenten führte. 
Deshalb wurden zur Anlage der angereicherten Genbank die etwa 3,7 kb großen SacI-
Fragmente ausgewählt und wie in Abschnitt 2.10.14 beschrieben kloniert. 
 
Beim Screening der angereicherten Genbank wurden 884 rekombinante Klone untersucht, 
indem die Plasmide isoliert (2.10.2.2), deren Inserts mit SacI wieder herausgeschnitten 
(2.10.6) und die Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese (2.10.9) getrennt wurden. 
Nach Southern-Transfer (2.10.16.1) und anschließender Hybridisierung mit prnC (2.10.16.3) 
konnten positive Klone durch Vergleich der Größe der hybridisierenden Inserts mit der des 
hybridisierenden 3,7 kb großen Fragments der als Positivkontrolle verwendeten SacI-
geschnittenen Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. detektiert werden. Um das Screening 
effektiv zu gestalten, wurden zuerst die Plasmide aus jeweils 26 Klonen gemeinsam 
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analysiert, bei positivem Hybridisierungsergebnis davon jeweils drei Klone gemeinsam 
gescreent und erst anschließend einzelne Klone untersucht. Auf diese Weise konnten nach 
drei Hybridisierungen zwei positive Klone identifiziert werden: E. coli pIWa3700 und E. coli 
pIWa3700r. 
 
3.3 Analyse der positiven Klone aus der angereicherten 
Genbank 
3.3.1 Restriktionsanalyse der Plasmide pIWa3700 und pIWa3700r 
Für die 3,7 kb Inserts der Plasmide pIWa3700 und pIWa3700r sollten eine partielle 
Restriktionskarte erstellt und kleinere hybridisierende Fragmente lokalisiert werden. 
Zur Restriktionsanalyse wurden beide Plasmide mit verschiedenen Restriktionsenzymen 
(BamHI, BglII, PstI, EcoRI, SmaI, SalI, KpnI, PaeI, XhoI, SacI) verdaut (2.10.6) und einer 
Agarosegelelektrophorese (2.10.9) unterzogen, wobei für die Enzyme BamHI, PstI, EcoRI, 
SmaI und SalI Unterschiede im Restriktionsmuster von pIWa3700 und pIWa3700r auftraten, 
während die Muster bei KpnI, PaeI und SacI identisch waren. XhoI und BglII besitzen in 
beiden Plasmiden keine Schnittstelle. Nach Doppelverdauung von pIWa3700 und pIWa3700r 
mit den oben genannten Enzymen jeweils in Kombination mit SacI und anschließender 
Agarosegelelektrophorese wurde bei beiden Plasmiden für alle Restriktionen ein identisches 
Schnittmuster gefunden. Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass 
pIWa3700 und pIWa3700r das gleiche Insert, jedoch in entgegengesetzter Orientierung 
tragen. 
Nach der Analyse weiterer Doppelverdauungen (SmaI+PstI, SalI+PstI, BamHI+PstI, 
EcoRI+BamHI, EcoRI+SmaI, EcoRI+SalI und SmaI+BamHI) von pIWa3700 und 
Hybridisierung mit den Sonden prnC, CHLST1+ und CHLST1- (2.10.16.3) konnten eine 
partielle Restriktionskarte (Abb. 24) erstellt und die jeweils hybridisierenden Bereiche 
lokalisiert werden. 
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Abb. 24: Partielle Restriktionskarte des Inserts aus pIWa3700 und pIWa3700r. Mit den Sonden prnC 
(MCAP-Halogenasegen), CHLST1+ und CHLST1- hybridisierende Bereiche sind gekenn-
zeichnet. 
 
Die genauen Restriktionskarten der Plasmide pIWa3700 und pIWa3700r befinden sich im 
Anhang (7.3). 
 
3.3.2 Subklonierung und Sequenzierung eines 1,2 kb PstI/BamHI-
Fragments aus pIWa3700 
Die Sequenzierung eines kleinen hybridisierenden Fragments sollte Aufschluss darüber 
geben, ob das Inserts aus pIWa3700 tatsächlich Sequenzen potentieller Halogenasegene 
enthält. Deshalb wurde ein mit prnC und dem Primer CHLST1- hybridisierendes 1,2 kb 
PstI/BamHI-Fragment in den Vector pUC18 (2.7.1) subkloniert, wobei das Plasmid 
pIWa1200 erhalten wurde. Die mit einem Plasmidpräparations-Kit (QIAGEN-GmbH, Hilden) 
entsprechend den Angaben des Herstellers isolierte Plasmid-DNA wurde bei der Firma 
InViTek Gesellschaft für Biotechnnik & Biodesign mbH in Berlin mit den M13-Primern 
sequenziert. 
Die Sequenz wurde unter Verwendung der Programme BLASTN bzw. BLASTX (ALTSCHUL 
ET AL., 1997) mit den in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information 
enthaltenen Sequenzen verglichen. Dabei wurden zwei zu den Halogenasegenen cts4 aus 
der Chlortetracyclinbiosynthese (DAIRI ET AL., 1995) und prnC homologe Bereiche gefunden, 
wobei der Anfang des 1,2 kb PstI/BamHI-Fragments Homologien zum Ende der bekannten 
Halogenasegene und das Ende des Fragments zum Anfang von cts4 und prnC aufwies. 
Diese Tatsache deutete darauf hin, dass das Insert aus pIWa3700 zwei verschiedene 
Halogenasegene enthielt. Um das zu bestätigen, wurde das 3,7 kb große Insert vollständig 
sequenziert. 
In Abb. 25 ist das mit BLASTX erhaltene Alignment für das 1,2 kb Fragment aus 
Actinoplanes sp. und die MCAP-3-Halogenase (PrnC) dargestellt. 
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>gi|1710900|gb|AAB97506.1|   halogenase PrnC [Pseudomonas fluorescens] 
          Length = 567 
 
 Score =  159 bits (401), Expect = 7e-38 
 Identities = 87/224 (38%), Positives = 128/224 (57%), Gaps = 8/224 (3%) 
 Frame = +1 
 
A.sp.: 1   LQYSSSRTIGYRWCLTSHAAGFVDALFSRGLSNSLEIVNALGWRLLEALRDDDFAEERFA 180 
           LQ+SS+  +G R+CL  HA GF+D LFSRGL N+   ++AL  RL++ALRDDDF+ ERF  
 PrnC: 317 LQFSSNACVGDRYCLMLHANGFIDPLFSRGLENTAVTIHALAARLIKALRDDDFSPERFE 376 
 
A.sp.: 181 YVQKLEQGLLDFNDNLVANAYESFGTYELWDGWFRVWSLGQILATFEINRAYAKFLDSHD 360 
           Y+++L+Q LLD ND+ V+  Y +F  + LWD + R+W++G IL  F + +A+A+F  S + 
 PrnC: 377 YIERLQQKLLDHNDDFVSCCYTAFSDFRLWDAFHRLWAVGTILGQFRLVQAHARFRASRN 436 
 
A.sp.: 361 SKHLAPLERIAPHGS--IPDYPPARQLLAAVSDEVRAVSAGGQTGEDAARRVMRLLRASD 534 
              L  L+   P+      D     QL      EV AVSAG +  ++AA R+  L+   D 
 PrnC: 437 EGDLDHLDNDPPYLGYLCADMEEYYQLFNDAKAEVEAVSAGRKPADEAAARIHALIDERD 496 
 
A.sp.: 535 FVPPAFGL------TDPDNRWFNATLPKVLKTLRWARTDAPPEI 648 
           F  P FG         P       +L   ++ + W +T AP E+ 
 PrnC: 497 FAKPMFGFGYCITGDKPQLNNSKYSLLPAMRLMYWTQTRAPAEV 540 
 
 Score =  101 bits (252), Expect = 1e-20 
 Identities = 46/107 (42%), Positives = 74/107 (69%), Gaps = 1/107 (0%) 
 Frame = +2 
 
A.sp.: 863  PAVSH-ARTFDVAILGSGIAGSMLGAILARNGARVLLVDASTHPKFAVGESTIPYTLVAL 1039 
            PA  H +  FDV ILGSG++G+ +GAILA+   RVL+++ S+HP+F +GES+IP T +   
 PrnC: 6    PANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQFRVLIIEESSHPRFTIGESSIPETSLMN 65 
 
A.sp.: 1040 RTIAERYDVPEIKTLATFTNCTKVIGPQFGVKKHFGFLLHREGEPQD 1180 
            R IA+RY +PE+  + +F +  + +    G+K++FGF+ H+ G+  D 
 PrnC: 66   RIIADRYGIPELDHITSFYSTQRYVASSTGIKRNFGFVFHKPGQEHD 112 
 
Abb. 25: Mit BLASTX erhaltenes Alignment für das 1,2 kb PstI/BamHI-Fragment aus Actinoplanes sp. 
und die MCAP-3-Halogenase (PrnC). Die Nummerierung der Sequenz aus Actinoplanes sp. 
entspricht der Nucleotidanzahl und die für PrnC der Zahl der Aminosäuren. 
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3.3.3 Sequenzierung des Inserts aus pIWa3700 
Für die vollständige Sequenzierung des Inserts aus pIWa3700 wurden aus dem Plasmid 
verschiedene überlappende SalI-, PstI-, BamHI-Fragmente sowie ein SacI/PstI- und ein 
SacI/BamHI-Fragment subkloniert (2.10.17). Die dabei angewandte Sequenzierungsstrategie 
ist in Abb. 26 dargestellt. Da das 1,2 kb PstI/BamHI-Fragment aus pIWa1200 für eine 
vollständige doppelsträngige Sequenzierung zu groß war, wurden zusätzlich zwei Primer 
(PstBam+: 5’-ACCGCTGGTTCAACGCGACGTTGC-3’ und BamPst-: 5’-AGGACCTTTGGC-
AACGTCGCGTTG-3’) synthetisiert und jeweils von diesen ausgehend weiter sequenziert. 
 
 
Abb. 26: Sequenzierungsstrategie des 3,7 kb Inserts aus pIWa3700. Über den Fragmenten ist jeweils 
die Bezeichnung des zur Sequenzierung konstruierten Plasmids, das dieses Fragment als 
Insert enthält, angegeben (siehe auch Tab. 11 in Abschnitt 2.10.17). Die Pfeile unter den 
Fragmenten geben die Sequenzierungsrichtung an. 
 
Mittels des Programms Fragment assambly (Programmpaket von HUSAR des „biocomputing 
service“ des DKFZ Heidelberg) wurde aus den einzelnen Sequenzen der in Abb. 26 
aufgeführten Fragmente die Nucleotidsequenz für das 3,7 kb große Insert, welche im 
Anhang (7.1) wiedergegeben ist, zusammengesetzt. Ein Vergleich dieser mit Sequenzen 
bekannter Halogenasegene, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, zeigte, dass zwei 
homologe Gene enthalten sind, wobei eines vollständig ist, während bei dem anderen etwa 
250 bp vom Anfang fehlen. Um diesen fehlenden Bereich zu erhalten, wurde eine 
Cosmidgenbank angelegt (2.10.15) und gescreent. 
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3.4 Anlage und Screening der Cosmidgenbank 
3.4.1 Konstruktion der Cosmidgenbank 
Nach der partiellen Restriktion der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 
(2.10.15.2) und gelelektrophoretischer Trennung (2.10.9) eines Aliquots aus den 
verschiedenen Restriktionsansätzen wurden die Ansätze, die die meisten Fragmente mit 
einer für die Klonierung geeigneten Größe enthielten, ausgewählt. In Abb. 27 ist das 
entsprechende Agarosegel dargestellt.  
 
 
Abb. 27: Partialverdauung der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002. 
 Bahn 1: Gesamt-DNA + 2 U Sau3AI  Bahn 2: Gesamt-DNA + 1 U Sau3AI 
 Bahn 3: Gesamt-DNA + 0,5 U Sau3AI  Bahn 4: Gesamt-DNA + 0,25 U Sau3AI 
 Bahn 5: Gesamt-DNA + 0,125 U Sau3AI Bahn 6: Gesamt-DNA + 0,0625 U Sau3AI 
 Bahn 7: Gesamt-DNA + 0,03125 U Sau3AI Bahn 8: Gesamt-DNA, unverdaut 
 Bahn 9: λ-DNA, HindIII 
 
Die Ansätze 2 und 3 (Abb. 27, Bahnen 2 und 3) wurden zur Konstruktion der 
Cosmidgenbank als geeignet eingeschätzt, dephosphoryliert (2.10.15.3) und anschließend 
mit dem präparierten Cosmid ligert (2.10.15.4). Um den Erfolg der Ligation zu überprüfen, 
wurde vor und nach dieser jeweils ein Aliquot entnommen und nach Agarosegel-
elektrophorese die Größen der enthaltenen Fragmente verglichen. Abb. 28 zeigt nach der 
Ligation (Bahn 2) ein deutlich anderes Bandenmuster als vor dieser (Bahn 1). Neue Banden 
(in Abb. 28 mit Stern gekennzeichnet) sind zu sehen, während Banden der Cosmidarme 
(8,4 kb und 2 kb) fast vollständig ligiert sind. 
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Abb. 28: Kontrolle der Ligation. 
 Bahn 1: Aliquot vor der Ligation entnommen 
 Bahn 2: Aliquot nach der Ligation entnommen 
 Bahn 3: λ-DNA, HindIII 
 
Anschließend erfolgten die Verpackung der ligierten DNA in λ-Phagenköpfe und die 
Transduktion von E. coli XL1-Blue MRA (2.10.15.5). Insgesamt wurden 3072 apramycin-
resistente Klone selektiert. 
 
3.4.2 Screening der Cosmidgenbank 
Die Suche nach dem fehlenden Anfang von halA in der Cosmidgenbank erfolgte mittels 
Koloniehybridisierung. Dafür war es jedoch notwendig, eine geeignete Sonde zu finden, da 
die bis dahin verwendete prnC-Sonde unspezifisch mit dem Cosmidvektor pOJ446 
hybridisierte und somit nicht anwendbar war. Auch das Oligonucleotid CHLST1+, welches 
dem Consensusbereich bekannter Halogenasen entspricht und wie prnC mit dem 0,75 kb 
SacI/PstI-Fragment aus pIWa3700 hybridisierte (3.3.1, Abb. 24), konnte nicht als Sonde 
eingesetzt werden. CHLST1+ zeigte zwar nur eine sehr schwache Hybridisierung mit dem 
Cosmidvektor, aber hybridisierte mit der SacI-geschnittenen Gesamt-DNA aus Actinoplanes 
sp. unspezifisch. Deshalb wurde mit den Oligonucleotiden CHLST1+ und CHLST1- aus dem 
Plasmid pIWa3700r ein 296 bp Fragment amplifiziert (2.10.18.1). Da bei diesem für die 
Hybridisierungbedingungen die Stringenz sehr hoch (90 %) gewählt werden konnte, traten 
mit dem Cosmidvektor keine unspezifischen Bindungen auf, so dass diese PRC-Sonde zum 
Screening der Cosmidgenbank mittels Koloniehybridisierung (2.10.16.4) verwendet wurde. 
Die Hybridisierungsergebnisse mit den Sonden prnC, CHLST1+ und dem aus Actinoplanes 
sp. amplifizierten PCR-Fragment sind in Abb. 29 dargestellt. 
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Abb. 29: Hybridisierungsergebnisse für den Vektor pOJ446 (Dotblot) und SacI-geschnittene Gesamt-
DNA aus Actinoplanes sp. jeweils mit der prnC-, der Oligonucleotid- (CHLST1+) sowie der 
PCR-amplifizierten Sonde. 
 
Unter den untersuchten 1152 Klonen wurden vier positive Klone detektiert, deren Cosmide 
mit pIWcos8, pIWcos9, pIWcos10 und pIWcos22 bezeichnet wurden. Die Cosmide wurden 
mittels Kochlyse isoliert (2.10.2.2) und mit SacI geschnitten. Nach gelelektrophoretischer 
Trennung der DNA-Fragmente wurde überprüft, ob 3,7 kb große Fragmente mit der PCR-
Sonde hybridisierten, was bei pIWcos8, pIWcos10 und pIWcos22 zutraf, während bei 
pIWcos9 ein etwa 6 kb großes Fragment hybridisierte (Abb. 30).  
 
 
Abb. 30: Hybridisierungsergebnisse für die Cosmide pIWcos8, pIWcos9, pIWcos10 und pIWcos22 mit  
 der PCR-Sonde. 
 Bahn 1: Ladder Mix   Bahn 2: pIWcos8, SacI 
 Bahn 3: pIWcos9, SacI   Bahn 4: pIWcos10, SacI 
 Bahn 5: pIWcos22, SacI   Bahn 6: Actinoplanes sp. Gesamt-DNA, SacI 
 Bahn 7: pIWcos8, EcoRI  Bahn 8: pIWcos8, PstI 
 Bahn 9: pIWcos9, EcoRI  Bahn 10: pIWcos9, PstI 
 Bahn 11: pIWcos10, EcoRI  Bahn 12: pIWcos10, PstI 
 Bahn 13: pIWcos22, EcoRI  Bahn 14: pIWcos22, PstI 
 Bahn 15: Ladder Mix  Bahn 16: Ladder Mix 
 Bahn 17: pIWcos8, BamHI  Bahn 18: pIWcos9, BamHI 
 Bahn 19: pIWcos10, BamHI  Bahn 20: pIWcos22, BamHI 
 
Weitere Restriktionen mit PstI, BamHI und EcoRI sowie Hybridisierungen mit der PCR-
Sonde (Abb. 30) zeigten, dass bei pIWcos8, pIWcos10 und pIWcos22 der Start von halA auf 
einem etwa 3 kb BamHI-Fragment enthalten ist. Das abweichende Hybridisierungsmuster für 
pIWcos9 deutet darauf hin, dass bei der Klonierung mehrere miteinander ligierte Sau3AI-
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Inserts in den Vektor eingebracht wurden. Deshalb wurde dieser Klon nicht für weitere 
Arbeiten verwendet. 
 
3.5 Bestimmung der fehlenden Sequenzdaten des unvoll-
ständigen potentiellen Halogenasegens 
3.5.1 Subklonierung eines 3 kb BamHI-Fragments aus pIWcos10 
und Erstellung einer partiellen Restriktionskarte 
Aus dem Cosmid pIWcos10 wurde ein 3 kb BamHI-Fragment, das mit der PCR-Sonde 
hybridisierte und somit den Start des ersten Halogenasegens enthält, in den Vektor 
pBluescript IISK (2.7.1) subkloniert, wobei das Plasmid pIW3000Bcos10 erhalten wurde. Für 
die Erstellung einer partiellen Restriktionskarte des Inserts wurden mit verschiedenen 
Restriktionsendonucleasen (PstI, EcoRI, HindIII, SmaI, SalI, SacI und BamHI) Einzel- sowie 
Doppelverdauungen durchgeführt und analysiert. Die dabei erhaltene Restriktionskarte für 
pIW3000Bcos10 ist im Anhang (7.3) dargestellt. 
 
3.5.2 Partielle Sequenzierung des 3 kb BamHI-Fragments aus 
pIWcos10 
Für die Sequenzierung des fehlenden Teils des in pIWa3700 unvollständig enthaltenen 
Halogenasegens wurden vier Fragmente (300 bp SalI-, 300 bp und 500 bp CfrI- sowie 
1300 bp EcoRI/BamHI-Fragment) aus pIW3000Bcos10 subkloniert (2.10.17); die dabei 
angewandte Sequenzierungsstrategie ist in Abb. 31 dargestellt. Das Zusammensetzen der 
einzelnen Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programms Fragment assambly 
(Programmpaket von HUSAR des „biocomputing service“ des DKFZ Heidelberg). Die 
erhaltene Nucleotidsequenz ist im Anhang (7.1) wiedergegeben. 
 
 
Abb. 31: Sequenzierungsstrategie für den Bereich aus pIW3000Bcos10, der den Start des in 
pIWa3700 unvollständig enthaltenen Halogenasegens beinhaltet. Über den Fragmenten ist 
jeweils die Bezeichnung des zur Sequenzierung konstruierten Plasmids, das dieses 
Fragment als Insert enthält, angegeben (siehe auch Tab. 11 in Abschnitt 2.10.17). Die Pfeile 
unter den Fragmenten geben die Sequenzierungsrichtung an. 
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3.6 Analyse der gesamten sequenzierten Nucleotid-
sequenz aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 
Es waren zwei E. coli-Klone (E. coli pIW3000Bcos10 und E. coli pIWa3700) vorhanden, die 
jeweils plasmidcodiert die vollständige Information für HalA bzw. HalB enthielten. Abb. 32 
zeigt die Lage der beiden Halogenasegene halA und halB auf den Plasmiden 
pIW3000Bcos10 und pIWa3700. 
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Abb. 32: Partielle Restriktions- und ORF-Karte der Inserts aus den Plasmiden pIW3000Bcos10 und 
pIWa3700. 
 
3.6.1 Identifikation der offenen Leserahmen 
Die Identifikation von offenen Leserahmen (ORF) erfolgte mit dem Programm Frameplot 
(ISHIKAWA & HOTTA, 1999; http:\\www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot.pl), das die Möglichkeit 
bietet, ORFs in GC-reicher DNA zu erkennen, wobei der GC-Gehalt in der dritten Position 
der Codons analysiert wird. Abb. 33 zeigt die Leserahmenanalyse und den Frameplot für die 
im Anhang (7.1) angebene gesamte Sequenz. 
 
 
Abb. 33: Leserahmenanalyse mit Frameplot für die gesamte sequenzierte Nucleotidsequenz. 
Vollständige ORFs sind als waagerechte Linien, beginnend mit einem Pfeil (Startcodon) und 
endend mit einem senkrechten Strich (Stopcodon), dargestellt. 
 1, 2, 3 : Leserahmen, : Startcodons,  : Stopcodons,  : vollständige ORFs. 
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Es wurden zwei ORFs von Nucleotid 16 bis 1761 (Abb. 33, erster Leserahmen, rote Kurve) 
bzw. von Nucleotid 1802 bis 3490 (Abb. 33, zweiter Leserahmen, grüne Kurve) detektiert. 
Die neuen potentiellen Halogenasegene wurden mit halA und halB bezeichnet. Beide 
besitzen die gleiche Orientierung und liegen mit einem Abstand von 40 bp hintereinander, in 
unterschiedlichen ORFs. 
Anhand des Frameplots lässt sich jedoch der Start für das Gen halA (Abb. 33: rote Kurve) 
nicht eindeutig festgelegen, da in diesem ORF zwei Startcodons (ATG) möglich sind. Der in 
Abb. 34 dargestellte Ausschnitt der Nucleotidsequenz verdeutlicht dieses Problem.  
 
…gtcgaaccaacgaacggagcacccc atg gag aac gca ccg atg tca ggc agc acc… 
                            M   E   N   A   P   M   S   G   S   T 
Abb. 34: Sequenzbereich, der den Start von halA enthält. Die potentiellen Startcodons sind farbig 
hervorgehoben und mögliche Ribosomenbindestellen eingerahmt. Unterhalb der Nucleotid-
sequenz ist die korrespondierende Aminosäuresequenz angegeben.  
 
Beide Startcodons liegen nur 15 Nucleotide auseinander und 10 bzw. 13 Nucleotide 
stromaufwärts der ATG-Codons befindet sich jeweils eine potentielle Ribosomenbindestelle 
(SHINE & DALGARNO, 1974). Damit lässt sich der Start von halA nicht eindeutig angeben, so 
dass für weiterführende Arbeiten (Expression von halA, 3.8.1 und 3.9.1) der in Abb. 34 grün 
dargestellte Startpunkt angenommen wurde. HalA, welches im Plasmid pIW3000Bcos10 
vollständig enthalten ist, hat somit eine Länge von 1746 bp. 
 
Das Gen halB, welches im Plasmid pIWa3700 vollständig enthalten ist, hat eine Länge von 
1689 bp. Es besitzt wie halA ATG als Startcodon sowie TGA als Stopcodon. Eine potentielle 
Ribosomenbindestelle (GGAGG) befindet sich 10 Nucleotide stromaufwärts des Startcodons. 
 
Im Frameplot ist weiterhin zu erkennen, dass der GC-Gehalt für den Leserahmen, in dem 
auch halA liegt (Abb. 33, rote Kurve), stromabwärts des Stopcodons von halB wieder 
ansteigt, während der GC-Gehalt der beiden anderen (grüne und blaue Kurve) abfällt. Bei 
genauer Betrachtung dieses Sequenzbereichs (Abb. 35) fällt auf, dass in diesem 
Leserahmen in der dritten Position der Codons fast ausschließlich die Nucleotide G und C 
verwendet werden. Ein potentielles Startcodon für das nachfolgende Gen überlappt mit dem 
Stopcodon von halB (TGATG), d. h. möglicherweise ist halB mit einem weiteren Gen 
translational gekoppelt. 
 
…GTCGGAGGATCTTCTG ATG ACG GTC ATC GAC ACC GCC ACG TCG AAC GGC CAG CGA CCT 
CAG CAC GAG GTC CCC GTC GTC CGC GTG CAC ACG TCC ACC GCC CTG CTG GCG GC… 
Abb. 35: Sequenzbereich, der sich an halB anschließt. Das Stopcodon von halB (fettgedruckt) 
überlappt mit einem potentiellen ATG-Startcodon (rot), die RBS ist unterstrichen. 
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3.6.2 GC-Gehalt und codon usage 
Der GC-Gehalt liegt mit 69,4 % für halA und 68,4 % für halB sehr hoch und im Bereich der 
von WRIGHT & BIBB (1992) für Streptomycetengene angegebenen Werte. 
In Tab. 16 sind die für HalA und HalB codierenden Codons zusammengestellt und in Tab. 17 
die prozentualen Anteile der einzelnen Basen in den drei Positionen angegeben. GC-reiche 
Codons werden bevorzugt verwendet, wobei der GC-Gehalt in der ersten Position bei 66,5 % 
für halA bzw. 64,4 % für halB liegt. In der zweiten Position sind die Häufigkeiten der vier 
Basen etwa gleich verteilt, während in der dritten Position fast ausschließlich C und G 
verwendet werden (95,2 % für halA bzw. 96,80 % für halB). 
 
Tab. 16: Codon usage der Gene halA, halB. 
A Ala GCA: 1, 0 GCC: 33, 30 GCG: 20, 29 GCT: 0, 0   
R Arg AGA: 0, 0 AGG: 1, 1 CGA: 1, 0 CGC: 23, 21 CGG: 27, 22 CGT: 4, 0 
N Asn AAC: 17, 18 AAT: 0, 0     
D Asp GAC: 36, 41 GAT: 1, 2     
C Cys TGC: 3, 5 TGT: 1, 0     
Q Gln CAA: 1, 0 CAG: 16, 19     
E Glu GAA: 5, 0 GAG: 27, 25     
G Gly GGA: 2, 2 GGC: 29, 22 GGG: 8, 10 GGT: 3, 4   
H His CAC: 19, 21 CAT: 1, 1     
I Ile ATA: 0, 0 ATC: 22, 19 ATT: 1, 1    
L Leu CTA: 0, 0 CTC: 11, 6 CTG: 40, 39 CTT: 0, 0 TTA: 0, 0 TTG: 1, 0 
K Lys AAA: 0, 0 AAG: 17, 21     
M Met ATG: 8, 10      
F Phe TTC: 31, 36 TTT: 0, 0     
P Pro CCA: 1, 0 CCC: 10, 7 CCG: 26, 23 CCT: 0, 0   
S Ser AGC: 10, 5 AGT: 1, 1 TCA: 1, 2 TCC: 13, 10 TCG: 12, 11 TCT: 0, 0 
T Thr ACA: 0, 0 ACC: 20, 20 ACG: 8, 8 ACT: 0, 1   
W Trp TGG: 13, 12      
Y Tyr TAC: 13, 17 TAT: 1, 1     
V Val GTA: 1, 2 GTC: 16, 19 GTG: 24, 18 GTT: 1, 0   
 Stop TAA: 0, 0 TAG: 0, 0 TGA: 1, 1    
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Tab. 17: Prozentualer Anteil der vier Basen in den drei Codonpositionen für halA und halB. 
 halA halB 
Position 1 Position 2 Position 3 Position 1 Position 2 Position 3 
A 18,0 % 26,5 % 2,4 % 18,7 % 29,5 % 1,20 % 
C 30,9 % 24,9 % 52,6 % 28,2 % 25,1 % 52,75 % 
G 35,6 % 21,8 % 42,6 % 36,2 % 18,8 % 44,05 % 
T 15,5 % 26,8 % 2,4 % 16,9 % 26,6 % 2,00 % 
G+C 66,5 % 46,7 % 95,2 % 64,4 % 43,9 % 96,80 % 
 
3.6.3 Vergleich der Sequenzen mit bekannten Halogenasegenen 
Die Nucleotidsequenzen für halA und halB aus Actinoplanes sp. wurden mit Hilfe des 
Programms GAP (Programmpaket von HUSAR des „biocomputing service“ des DKFZ 
Heidelberg) mit denen bekannter Halogenasegene verglichen; die dabei erhaltenen Daten 
sind in Tab. 18 zusammengestellt. Die beiden neuen Gene weisen eine sehr hohe 
Homologie zu cts4 aus Streptomyces aureofaciens auf. Diese ist mit 63,8 % für halA bzw. 
64,8 % für halB größer als die zwischen halA und halB ermittelte (62,6 %). 
 
Tab. 18: Homologien von halA und halB zu verschiedenen bekannten Halogenasegenen 
 halA halB 
Pseudomonas fluorescens BL915, Pyrrolnitrinbiosynthese, 
prnC (HAMMER ET AL., 1997) 58,7 % 58,7 % 
Streptomyces aureofaciens, Chlortetracyclinbiosynthese, 
cts4 (DAIRI ET AL., 1995) 63,8 % 64,8 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, Pyoluteorinbiosynthese, 
pltA (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 44,6 % 41,6 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, Pyoluteorinbiosynthese, 
pltD (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 50,4 % 48,7 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, Pyoluteorinbiosynthese, 
pltM (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 39,1 % 40,2 % 
Amycolatopsis mediterranei, Balhimycinbiosynthese, bhaA 
(PELZER ET AL., 1999) 48,2 % 46,0 % 
Anabaena 90, Anabaenopeptilid 90B, apdC (ROUHIAINEN, 
ET AL., 2000) 33,5 % 34,0 % 
Amycolatopsis orientalis, Chloreremomycinbiosynthese, 
orf10 (VAN WAGENINGEN ET AL., 1998) 48,3 % 43,5 % 
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3.7 Analyse der Aminosäuresequenzen für HalA und HalB 
3.7.1 Molare Massen und Aminosäurezusammensetzung 
Die anhand der DNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen für HalA und HalB 
sind im Anhang (7.1) aufgeführt. HalA enthält 581 Aminosäuren und hat eine molare Masse 
von 65,5 kDa. Die molare Masse von HalB, das aus 562 Aminosäuren besteht, beträgt 
63,5 kDa. Die experimentell ermittelten Werte (SDS-PAGE, 3.8.2 und 3.9.2) stimmen mit 
etwa 64-65 kDa damit gut überein. 
In Tab. 19 ist die Aminosäurezusammensetzung beider Halogenasen aufgeführt, wobei 
Aminosäuren mit ähnlichen chemischen Eigenschaften in Gruppen zusammengefasst sind. 
 
Tab. 19: Aminosäurezusammensetzung von HalA und HalB. 
 HalA HalB 
 Anzahl prozentualer Anteil Anzahl 
prozentualer 
Anteil 
saure Aminosäuren (D+E) 69 11,88 % 68 12,10 % 
basische Aminosäuren (R+H+K) 93 16,01 % 87 15,48 % 
aromatische Aminosäuren (F+W+Y) 58 9,98 % 66 11,74 % 
hydrophobe Aminosäuren (I+L+M+V+F+W) 169 29,09 % 162 28,83 % 
 
3.7.2 Vergleich der Sequenzen mit bekannten FADH2-abhängigen 
Halogenasen 
Die Aminosäuresequenzen für HalA und HalB aus Actinoplanes sp. wurden unter 
Verwendung des Programms GAP (Programmpaket von HUSAR des „biocomputing service“ 
des DKFZ Heidelberg) mit denen bekannter FADH2-abhängiger Halogenasen verglichen; die 
dabei erhaltenen Daten sind in Tab. 20 zusammengestellt. Besonders große 
Übereinstimmungen wurden bei den Vergleichen von HalA und HalB mit der MCAP-3-
Halogenase (PrnC) aus Pseudomonas fluorescens und der an der Chlortetracyclin-
biosynthese beteiligten Halogenase Cts4 aus Streptomyces aureofaciens gefunden. Die 
Werte für Ähnlichkeit und Identität liegen hier im Bereich der beim Vergleich von HalA mit 
HalB ermittelten Werte, deren Identität 49,5 % und Ähnlichkeit 59 % beträgt. 
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Tab. 20: Vergleich der Halogenasen HalA und HalB aus Actinoplanes sp. mit bekannten FADH2-
abhängigen Halogenasen. 
 HalA HalB 
 Ähnlichkeit Identität Ähnlichkeit Identität 
Pseudomonas fluorescens BL915, 
Pyrrolnitrinbiosynthese, PrnC  
(HAMMER ET AL., 1997) 
56,6 % 43,7 % 54,8 % 43,9 % 
Streptomyces aureofaciens, 
Chlortetracyclinbiosynthese, Cts4  
(DAIRI ET AL., 1995) 
57,8 % 47,7 % 61,2 % 50,7 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, 
Pyoluteorinbiosynthese, PltA  
(NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 
37,5 % 26,6 % 37,6 % 27,6 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, 
Pyoluteorinbiosynthese, PltD  
(NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 
46,4 % 35,4 % 40,6 % 32,7 % 
Pseudomonas fluorescens Pf-5, 
Pyoluteorinbiosynthese, PltM  
(NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 
45,3 % 33,5 % 45,8 % 35,5 % 
Amycolatopsis mediterranei, 
Balhimycinbiosynthese, BhaA  
(PELZER ET AL., 1999; PUK ET AL., 2002) 
38,4 % 29,9 % 36,4 % 29,4 % 
Anabaena 90,  
Anabaenopeptilid 90B, ApdC 
(ROUHIAINEN, ET AL., 2000) 
36,0 % 26,0 % 31,8 % 23,8 % 
Amycolatopsis orientalis, 
Chloreremomycinbiosynthese, Orf10 
(VAN WAGENINGEN ET AL., 1998) 
38,8 % 30,4 % 36,6 % 29,7 % 
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Abb. 36 zeigt das mit CLUSTAL W (THOMPSON ET AL., 1994; Programmpaket von HUSAR 
des „biocomputing service“ des DKFZ Heidelberg) erstellte Sequenzalignment von HalA und 
HalB mit bekannten FADH2-abhängigen Halogenasen aus verschiedenen Mikroorganismen. 
 
PltA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSDHD.. 5 
PltM ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
PrnC ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MTQKSPA 7 
BhaA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSVED.. 5 
HalA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~MSGSTGHGR 9 
ApdC MKTVNFLSHL NDLGINVWVE NDKLRYRSPK GVIIPELLQE LKERKEELIA FLRQQAEDLN 60 
HalB ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~MS SAPAAGIDPA 12 
Cts4 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~MTDTTADQT 9 
Orf10 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSVED.. 5 
 
PltA  .......YDV VIIGGGPAGS TMASYLAKAG ..VKCAVFEK EL..FER..E HVGESLVPAT 52 
PltM  ~~~~MNQYDV IIIGSGIAGA LTGAVLAKSG ..LNVLILDS AQ..HPR..F SVGEAATPES 50 
PrnC  NEHDSNHFDV IILGSGMSGT QMGAILAKQQ ..FRVLIIEE SS..HPR..F TIGESSIPET 61 
BhaA  .......FDV VVAGGGPGGS TVATLVAMQG ..HRVLLLEK EV..FPR..Y QIGESLLPAT 52 
HalA  RP..RPETDV VILGSGLAGS TLAACLARNG ..ARVLIVDA AS..HPR..F AIGESTIPYT 61 
ApdC  ...QAETYDV VICGGGLAGL TLARQLKLQK PNMAIAVLDK MSGLSPEASF KVGESTVEVG 117 
HalB  VSHART.FDV AILGSGIAGS MLGAILARNG ..ARVLLVDA ST..HPK..F AVGESTIPYT 65 
Cts4  RHGDRP.YDV VIIGSGLSGT MLGSILAKHG ..FRIMLLDG AH..HPR..F AVGESTIRQT 62 
Orf10 .......FDV VVAGGGPAGS TVATLVAMQG ..HRVLLLEK EV..FPR..Y QIGESLLPAT 52 
 
PltA   TPVLLEIGVM EKIEKANFPK KFGAAWTSAD ...SGPEDKM GFQGLDHDFR SAEILFNERK 109 
PltM   GFLLRLLSKR FDIPEIAYLS HPDKIIQHVG SSACGIKLGF SFAWHQENAP SSP...DHLV 107 
PrnC   SLMNRIIADR YGIPELDHIT SFYSTQRYVA S.STGIKRNF GFVFHKPGQE HDPKEFTQCV 120 
BhaA   VHG...VCRM LGI....... ..SDELANAG ...FPIKR.. GGTF.RWGAR PEP.WTFHFG 93 
HalA   SMLMRVVAER YNVPELKYLG TFEKVQSQIG P.SSGIKRSF GFLYHREGER QNPAECHEFP 120 
ApdC   AFYLANTLQL TDY....... ..FEEQHLVK ...LGLRY.. FFNNSATNFQ ERP....ELG 159 
HalB   LVALRTIAER YDVPEIKTLA TFTNCTKVIG P.QFGVKKHF GFLLHREGEP QDPREVNQFD 124 
Cts4   LVVLRLISDR YGA.EIANLA SFQDVLANVS S.SHGQKSNF GFMFHRDGEE PDPNETSQFR 120 
Orf10  VHG...VCRM LGI....... ..TDELANAG ...FPVKR.. GGTF.RWGAR PEP.WTFHFG 93 
 
PltA   QEGVDRDFTF HVD...RGKF DRILLEHAGS LGAKVFQGVE IADVEFLSPG ....NVIVNA 162 
PltM   AP.PLKVPEA HLF...RQDI DYFALMIALK HGAESRQNIK IESISLNDD. ....GVEVAL 158 
PrnC  IPELPWGPES HYY...RQDV DAYLLQAAIK YGCKVHQKTT VTEYHADKD. ....GVAVTT 172 
BhaA   ISAKMAGSTS HAYQVERARF DEMLLNNAKR KGVVVREGCA VTDVVEDGER VT..GARYTD 151 
HalA   IP.KITHTET HFF...RQDI DSWMLAVAAG YGAKVVQHAR VDDVDIDDD. ....GVTVKA 171 
ApdC   LSEFHAPNSY QID...RGKL ENDLRQFNME AGVELREGCL VNEIALAEGL QQHHKVVYTQ 216 
HalB   TP.GLLHEAS HMY...RQAT DAYLFHAAVK YGCVPRQNFR VVDVDFDDA. ....GVTISG 175 
Cts4   IP.SIVGNAA HFF...RQDT DSYMFHAAVR YGCDARQYYR VENIEFDDG. ....GVTVSG 171 
Orf10  ISAKMAGSTS HAYQVERARF DEILLNNAKR KGVVVREGSP VTDVVEDGER VT..GLRYTD 151 
 
PltA   KLGKR..SVE IKAKMVVDAS GRNVLLGRRL GLR....... ..EKDPVFNQ FAIHSWFDNF  211 
PltM   SNA.....AP VKAAFIIDAA AQGSPLSRQL GLRTTEG.LA TDTCSFFTHM LNVKSYEDAL  212 
PrnC   AQG.....ER FTGRYMIDCG GPRAPLATKF KLREEPCRFK THSRSLYTHM LGVKPFDDIF  227 
BhaA   PDGT...ERE VSARFVIDAS GNKSRLYTKV GG........ ..SR.NYSEF FRSLALFGYF  197 
HalA   ADG.....RQ FRARYVVDAS GFRSPLARKF GVRQEPTRLR HHSRSLFTHM IDVAPYEDTV  226 
ApdC   GDGDNRKNKI IKARWVVDAM GRRRFLQRKL GLDKPNNDNF GAVWFRVNGR FDIGDFVPSS  276 
HalB   GDG.....EQ YRARYVVDAS GFRSPLAEKF ALRENPCRMK HHSRSLWNHM VNVPRTDALF  230 
Cts4   ADG.....ST VRARYLVDAS GFRSPLARQL GLREEPSRLK HHARSIFTHM VGVDAIDDHV  226 
Orf10  ADGN...ERE VSARFVIDAS GNKSRLYSKV GG........ ..SR.NYSEF FRSLALFGYF  197 
 
PltA   DRKSATQSPD KVDYIFIHFL PMTNTWVWQI PIT....ET. .ITSVGVVTQ KQNYT.NSDL 264 
PltM   APLSRTRSPI ELFKSTLHHI FEEG.WLWVI PFNNHPQGTN QLCSIGFQFN NAKYR..PTE 269 
PrnC   K...VKGQRW RWHEGTLHHM FEGG.WLWVI PFNNHPRSTN NLVSVGLQLD PRVYP.KTDI 282 
BhaA   E..GGKRLPE PVSGNILSVA FDSG.WFWYI PLS....DT. .LTSVGAVVR .REDAEKIQG 247 
HalA   LPRGVHGNPT KWSQGTLHHL FKGG.WIWVI PFNNHARSTN PLISVGLNVD PRVHP.QADC 284 
ApdC   EEKWHNRVPN KNRYYSTNHL CGEGYWVWTI PLS....TG. .HTSIGIVAP QDIHPLKNYY 330 
HalB   DHSAADTPPV PWYEGTVHHM FDRG.WFWVI GFDNHPASRN PLCSVGLTLD ERKYPKDPSL 289 
Cts4   DMPAELRPPV PWNDGTMHHI FERG.WMWII PFNNHPGATN PLCSVGIQLD ERRYPARPDL 285 
Orf10  E..GGKRLPA PVSGNILSVA FDSG.WFWYI PLS....DT. .LTSVGAVVR .REDAEKIQG 247 
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PltA   TYEEFFWEAV KTRENLHDAL KASEQVRPFK K.EADYSYGM K.EVCGDSFV ....LIGDAA 318 
PltM   APEIEFRKLL KKYPAIGEHF KDAVNAREWI Y.APRINYRS V.QNVGDRFC ....LLPQAT 323 
PrnC   SAQQEFDEFL ARFPSIGAQF RDAVPVRDWV K.TDRLQFSS N.ACVGDRYC ....LMLHAN 336 
BhaA   DREKALNTLI AECPLISEYL ADATRVTTGR YGELRVRKDY S.YQQETYWR PGMILVGDAA 306 
HalA   SPEEEFNRFI SRFPDVRKQF ARARPVRDWV R.TGRLQYSS S.RTIGYRWC ....LTSHAA 338 
ApdC   NHELAYQWLQ KNEPVLACHL KDK.EPEDFR K.MPKYSYSS KQVFSSNRWA ....CVGEAG 384 
HalB   TPQQEFESMA ARYPDIARQF AGANPVREWV S.TDRLQYSS K.QTVGDRWC ....LLSHAA 343 
Cts4   TPEEEFRSHV DRFPAVQRQL KGARSVREWV R.TDRMQYSS S.RTVGERWC ....LMSHAA 339 
Orf10  DREKALNALI AECPLISEYL ANATRVTTGK YGELRVRKDY S.YQQETYWR PGMILIGDAA 306 
 
PltA   RFVDPIFSSG VSVALNSARI ASGDIIEAVK .NNDFSKSSF THYEGMIRNG IKNWYEFITL 377 
PltM   GFIDPLFSRG LITTFESILR LAPKVLDAAR .SNRWQREQF IEVERHCLNA VATNDQLVSC 382 
PrnC   GFIDPLFSRG LENTAVTIHA LAARLIKALR .DDDFSPERF EYIERLQQKL LDHNDDFVSC  395 
BhaA   CFVDPVFSSG VHLATYSALL AARSINSVLA GDLDEKTALN EFELRYRREY GVFYEFLVSF 366 
HalA   GFVDALFSRG LSNSLEIVNA LGWRLLEALR .DDDFAEERF AYVQKLEQGL LDFNDNLVAN 397 
ApdC   TFPDPFYSPG TDNIGFGNSL TTQLIALDLE ..DKLTKEKV EDANYFYISY SDGVTLNIQN 442 
HalB   GFVDPLFSRG LSNTAEAINA LSWRLIAAIK .DDDFSQERF EYVDRLQQGL FDYNDALVNA 402 
Cts4   GFIDPLFLRG LSNTCEIINA LSWRLMAALR .EDDFAVERF AYVEELEQGL LDWNDKLVNN 398 
Orf10  CFVDPVFSSG VHLATYSALL AARSINSVLA GDLDEKTALN EFEMRYRREY GVFYEFLVSF 366 
 
PltA   YYRLNI.... .....LFTAF VQDPRY.RLD ILQL....LQ G.DVYSG... .......... 409 
PltM   SYEAFS.... ..DFHLWNVW HRVWLS.GSN LGSAFLQKLL HDLEHSGDAR QFDAALEAVR 435 
PrnC   CYTAFS.... ..DFRLWDAF HRLWAV.GTI LGQFRLVQAH ARFRASRNEG DLDHLDNDPP 448 
BhaA   YQMNVNE... ..ESYFWQAK KVTQNQ.STD VESF..V.EL IGGVSSG.ET ALTAADR... 413 
HalA   AYESFG.... ..TYELWDGW FRVWSL.GQI LATFEINRAY AKFLDSHDSK HLAPLER..I 448 
ApdC   AYNCLGNGIV MATKFIWDTL SG.WTFSGLM MFNSIFLDQD FRTRVQEINS KFFPLSYRMQ 501 
HalB   SFIAFN.... ..HYDLWTAV FRIWAW.GSN AGTFFLQEAL TKFLRDGRDE HFRAQEDV.P 454 
Cts4   SFISFS.... ..HYPLWNSA FRIWAS.ASV IGGKRILNAL TRTKETGDDS HCQALDDN.P 450 
Orf10  YQMNVNE... ..ESYFWQAK KVTQNQ.STD IESF..V.EL IGGVSSG.ET ALTAADR... 413 
 
PltA   .......... KRLEVLDKMR EIIAAVESD. .PEHLWHKYL GDMQVPT... ...AKPAF~~ 449 
PltM   FPGCLSLDSP AYESLFRQSC QVMQQAREQA RPVAETANAL HELIKEH... .EAELLPLGY 491 
PrnC   YLGYLCADME EYYQLFNDAK AEVEAVSAGR KPADEAAARI HALIDER... .DFAKPMFGF 504 
BhaA   .....IA... ARSAEFAAAV DEMAGGDGDN MVPMFKSTVV QQAMQEAGQ. .VQMKALLGE 463 
HalA   APHGSIPDYP PARQLLAAVS DEVRAVSAGG QTGEDAARRV MRLLRAS... .DFVPPAFGL 504 
ApdC   QLFRDWANKS LNRVNFEFID YLAIPFVDEL RTRNLKSNKT KSEIIENYLS SLKLLEEVAQ 561 
HalB   HLGLYWPSHD GYKKLFDEMI AQTDAYEQGL VTGKQAADAL YDILVHA... .DFVPKHFGF 510 
Cts4   YPGLWCP.LD FYKEAFDELT ELCEAVDAGH TTAEEAARLL EQRVRES... .DWMLPALGF 505 
Orf10  .....IA... ARSAEFAAAV DQMASGDGDN MVPMFKSTVV KQAMQEAGQ. .VQMKALLGE 463 
 
PltM   S......RIS NRFILKV~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 502 
PrnC   GYCITGDKPQ LNNSKYSLLP AMRLMYWTQT RAPAEVKKYF DYNPM.FALL KAYITTRIGL 563 
BhaA   DA.....EPE LPLFPGGLVT SPERMKWLP. .HHPA~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 491 
HalA   T......DPD NRWFNATLPK VLKTLRWART DAPPEIGRLV TEGLT.LFMR KRLSPDEFDL 557 
ApdC   VMFHLALEDT MPDMLSKVNS NSWLNAWAIS LDISKWEADG LFTPKSEPRN LNLIKQQLWE 621 
HalB   A......DRN RRFLHPTPNV LRKTVRWAMR EADPDVRRLM IGTGK.EAVK RKLTGRRIF~ 562 
Cts4   N......DPD THHINPTADK MIRIAEWATG HHRPEIRELL AASAE.EVRA AMRVKP~~~~ 554 
Orf10  DA.....EPE LPLFPGGLVT SPDGMKWLP. .HHPA~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 491 
 
PrnC   ALKK~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~ 567 
HalA   AEEMKHVAAD WPLIGRPLRV PEPQ 581 
ApdC   AIGK~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~ 625 
 
Abb. 36: Alignment der zwei Halogenasen, HalA und HalB, aus Actinoplanes sp. mit bekannten 
Halogenasen: PltA und PltM aus Pseudomonas fluorescens Pf-5, PrnC aus Pseudomonas 
fluorescens BL915, BhaA aus Amycolatopsis mediterranei, ApdC aus Anabaena 90, Cts4 
aus Streptomyces aureofaciens und Orf10 aus Amycolatopsis orientalis. 
 Aminosäuren, die in allen neun Sequenzen konserviert sind, sind schwarz und Aminosäuren 
mit ähnlichen Eigenschaften sind grau hinterlegt. Dabei wurde dunkelgrau markiert, wenn 
mindestens fünf Aminosäuren in dieser Position starke Ähnlichkeit aufweisen. Hellgrau wurde 
markiert, wenn mindestens fünf Aminosäuren mit geringer Ähnlichkeit auftreten oder wenn 
eine Aminosäure mit jeder der anderen, untereinander stark ähnlichen Aminosäuren in dieser 
Position geringe Ähnlichkeit besitzt. 
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3.7.3 Konservierte Sequenzbereiche 
3.7.3.1 Nucleotidbindestelle 
Die Aminosäuresequenzen beider Halogenasen aus Actinoplanes sp. weisen am 
N-Terminus den Fingerprint für ADP-bindende Proteine (WIERENGA ET AL., 1986; KLEIGER & 
EISENBERG, 2002) auf. In Abb. 37 ist der Vergleich dieses Sequenzbereiches dargestellt. Von 
elf konservierten Resten des von WIERENGA ET AL. (1986) beschriebenen Fingerprints 
stimmen jeweils zehn überein. Nur in dessen erster Position weichen beide 
Halogenasesequenzen ab – anstelle einer basischen oder hydrophilen Aminosäure (Δ) 
befindet sich eine saure (D). 
 
 Fingerprint (WIERENGA ET AL., 1986):   ΔhxhxGxGxxGxxxhxxhx....xhxhxӨ 
 HalA:   DVVILGSGLAGSTLAACLARNGARVLIVD  44 
 HalB:   DVAILGSGIAGSMLGAILARNGARVLLVD  48 
Sequenzmotiv (KLEIGER & EISENBERG, 2002):    V/IxGxGxxGxxxG/A 
Abb. 37: Sequenzvergleich von HalA und HalB mit dem Fingerprint für ADP-bindende Proteine. Mit 
dem Fingprint bzw. Sequenzmotiv übereinstimmende Aminosäurereste sind fett gedruckt. Δ 
steht für basische oder hydrophile Aminosäuren (K, R, H, S, T, Q, N), Ө für saure (E, D) und 
h für kleine und hydrophobe (A, I, L, V, M, C). 
 
Die Vorhersage der Proteinstruktur für diesen Sequenzbereich von HalA bzw. HalB mit dem 
Programm PsiPred V2.3 (JONES, 1999) ergab eine βαβ-Struktur, welche von ROSSMANN ET 
AL. (1974) für Nucleotidbindestellen beschrieben wurde. Der Vergleich der kalkulierten 
Sekundärstrukturen mit der bekannten βαβ-Struktur ist in Abb. 38 dargestellt. 
 
 HalA: DVVILGSGLAGSTLAACLARNGARVLIVD    44 
 Strukturvorhersage (PsiPred): CEEEECCCCCHHHHHHHHHCCCCEEEEEC 
 βαβ-Struktur: EEEEEE HHHHHHHHHHHHHH  EEEEEE 
 
 HalB: DVAILGSGIAGSMLGAILARNGARVLLVD    48 
 Strukturvorhersage (PsiPred): CEEEECCCCCHHHHHHHHHCCCEEEEEEC 
 βαβ-Struktur: EEEEEE HHHHHHHHHHHHHH  EEEEEE 
Abb. 38: Vergleich der mit PsiPred für den Fingerprintbereich von HalA und HalB kalkulierten 
Sekundärstrukturen mit der βαβ-Struktur von Dinukleotidbindestellen (ROSSMANN ET AL., 
1974; WIERENGA ET AL., 1986; VALLON, 2000). E steht für β-Faltblatt, H für α-Helix und C für 
random-coil-Struktur. 
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3.7.3.2 Tryptophanmotiv 
Die FADH2-abhängigen Halogenasen weisen neben der beschriebenen Nucleotidbindestelle 
ein weiteres konserviertes Sequenzmotiv, das Tryptophanmotiv, auf (VAN PÉE & ZEHNER, 
2003). Auch HalA und HalB enthalten dieses Motiv (Abb. 39). Jedoch weicht HalB als einzige 
der bisher bekannten Halogenasen in der letzten Aminosäure ab – anstelle des Prolins 
befindet sich ein Glycinrest. 
 
 Tryptophanmotiv (VAN PÉE & ZEHNER, 2003): WxWxIP 
 HalA:  WIWVIP   256 
 HalB:  WFWVIG   260 
Abb. 39: Sequenzvergleich von HalA und HalB mit dem Tryptophanmotiv der FADH2-abhängigen 
Halogenasen. Übereinstimmende Aminosäurereste sind fett gedruckt. 
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3.8 Expression von halA und halB in Escherichia coli 
3.8.1 Klonierung von halA und halB in Escherichia coli-
Expressionsvektoren 
Als Expressionsvektoren wurden die Plasmide pRSETb, pET12a und pJOE2702 (2.7.4) 
verwendet. Diese wurden gewählt, da sie verschiedene Möglichkeiten für die spätere 
Überexpression der beiden Halogenasegene bieten. Während pJOE2702 den 
rhamnoseinduzierbaren Promotor rhaP besitzt, verfügen die zwei anderen Vektoren über 
den T7-Promotor, wodurch in dem Stamm E. coli BL21 (DE3) eine Induktion mit IPTG 
ermöglicht wird. Der Vektor pRSETb erlaubt weiterhin die Expression eines Fusionsproteins. 
Dieses besteht aus einem N-terminalem Polyhistidinrest, was eine spätere Enzymreinigung 
vereinfachen kann, dem Xpress-Epitop zur Proteindetektion mit dem Anti-Xpress-Antikörper 
und der Erkennungssequenz zur Abspaltung des Fusionsproteins. 
Zuerst wurden die Gene halA und halB mittels PCR amplifiziert (2.10.18.2), wobei für die 
Klonierung in die verschiedenen Vektoren geeignete Schnittstellen angefügt wurden. Die 
Ergebnisse der PCRs sind in Abb. 40 dargestellt. Neben den gewünschten PCR-Produkten 
traten auch, durch unspezifische Primerbindung verursacht, weitere Fragmente auf. 
Die Herstellung der Expressionskonstrukte erfolgte wie in Abschnitt 2.10.19 beschieben. 
Dabei wurden folgende Konstrukte erhalten: pRSEThalA, pEThalA, pJOEhalA, pRSEThalB, 
pEThalB und pJOEhalB, deren Plasmidkarten im Anhang (7.3) widergegeben sind. 
 
 
Abb. 40: Amplifikation von halA und halB mit verschiedenen PCR-Primern. 
 Bahn 1: λ-DNA, PstI Bahn 2: halA amplifiziert mit HalA_Bam+ und HalA_Hind- 
 Bahn 3: Ladder Mix Bahn 4: halA amplifiziert mit HalA_Vsp+ und HalA_Hind- 
 Bahn 5: λ-DNA, PstI Bahn 6: halB amplifiziert mit HalB_Vsp+ und HalB_Hind- 
 Bahn 8: λ-DNA, PstI Bahn 7: halB amplifiziert mit HalB_Bgl+ und HalB_Hind- 
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3.8.2 Überexpression in Escherichia coli BL21 (DE3) 
Die Transformation von pRSEThalA, pRSEThalB, pEThalB und pJOEhalB in E. coli BL21 
(DE3) pLysS wurde wie in Abschnitt 2.10.19 beschieben durchgeführt. HalA sowie halB 
konnten in diesem Stamm überexprimiert werden, wenn die Zellen bei 30 °C gezüchtet und 
mit 2 mM IPTG bei einer OD600 nm von 0,4 für E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalA und von 
0,6 für E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalB induziert wurden (2.11.1). Die jeweils erste 
Probe wurde vor der Induktion, alle weiteren in Zeitabständen nach der Induktion genommen 
und die Zellen wie in 2.11.2.2 beschrieben aufgeschlossen. Die Rohextrakte sowie die unlös-
lichen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (2.11.4) analysiert, wobei neue Proteinbanden 
bei einer Größe von 65 kDa detektiert werden konnten. (Das berechnete Molekulargewicht 
von HalA mit dem aus pRSETb stammenden Fusionsprotein beträgt 69,1 kDa und das von 
HalB einschließlich des Fusionsproteins 67,7 kDa.) In Abb. 41 ist das SDS-PAGE-Gel der 
Überexpression von halA und in Abb. 42 das der Überexpression von halB dargestellt.  
 
 
Abb. 41: Überexpression von halA in E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalA. 
 Bahn 1: uninduziert Bahn 2: 1 h nach der Induktion 
 Bahn 3: 2 h nach der Induktion Bahn 4: 3 h nach der Induktion 
 Bahn 5: 4 h nach der Induktion 
 
 
Abb. 42: Überexpression von halB in E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalB. 
 Bahn 1: E. coli BL21 (DE3) pLysS als Referenzprobe 
 Bahn 2: uninduziert Bahn 3: 1 h nach der Induktion 
 Bahn 4: 2 h nach der Induktion Bahn 5: 3 h nach der Induktion 
 Bahn 6: 5 h nach der Induktion Bahn 7: ü. N. nach der Induktion 
 
Ergebnisse 
101 
Da unter diesen Bedingungen beide Proteine jedoch als Inclusionbodies vorlagen, sollte 
geprüft werden, ob diese durch ein langsameres Zellwachstum oder eine geringere Induktion 
in löslicher Form erhalten werden könnten. Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Art des 
Zellaufschlusses auswirkt, d. h. ob mittels eines schonenderen Aufschlussverfahrens ein 
Denaturieren der Enzyme zu verhindern wäre. Deshalb wurde das Experiment mit E. coli 
BL21 (DE3) pLys pRSEThalA mit Variationen in der Züchtungstemperatur, der Induktion 
sowie dem Zellaufschluss wiederholt. Jedoch konnte auch nach Züchtung bei 30 °C und 
Induktion mit 0,5 mM IPTG sowie Zellaufschluss mit Lysozym (2.11.2.3) HalA nur unlöslich 
erhalten werden. Die Verringerung der Züchtungstemperatur auf 16 °C, um ein langsameres 
Zellwachstum und somit eine verlangsamte Expression zu erreichen, führte dazu, dass halA 
nicht mehr überexprimiert wurde. 
Eine schwache Überexpression von halB erfolgte im Stamm E. coli BL21 (DE3) pLys 
pEThalB, wenn dieser bei 37 °C gezüchtet und bei einer OD600 nm von 0,48 mit 4 mM IPTG 
induziert wurde (2.11.1). Die Zellen wurden wie in 2.11.2.4 angegeben aufgeschlossen und 
die Proben einer SDS-PAGE unterzogen. Das Ergebnis ist in Abb. 43 dargestellt. Da als 
Zellaufschlussmethode hier der Crash-Aufschluss (2.11.2.4) gewählt wurde, ist keine 
Aussage dazu möglich, ob HalB als lösliches Protein oder als Inclusionbodies in der Zelle 
vorlag. 
 
 
Abb. 43: Überexpression von halB in E. coli BL21 (DE3) pLys pEThalB.  
 Bahn 1: uninduziert Bahn 2: 2 h nach der Induktion 
 Bahn 3: 5 h nach der Induktion Bahn 4: ü. N. nach der Induktion 
 
In dem Stamm E. coli BL21 (DE3) pLys pJOEhalB konnte keine Überexpression von halB 
beobachtet werden, wenn bei 37 °C gezüchtet und mit 1 % Rhamnose induziert wurde. 
 
3.9 Expression von halA und halB in Pseudomonas 
Da weder halA noch halB in E. coli in löslicher Form überexprimiert werden konnten, sollte 
die Expression in Pseudomonaden erfolgen, wofür als geeigneter Vektor das E. coli-
Pseudomonas-Shuttleplasmid pPEH14 (2.7.5) verwendet wurde. Dieser Expressionsvektor 
verfügt über den tac-Promotor, eine MCS mit den Erkennungssequenzen für SmaI, BamHI, 
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SalI, PstI, XbaI, XhoI, KpnI, NotI und HindIII, den rrnB-Terminator sowie das 
Tetracyclinresistenzgen.  
Bei der Klonierung in pPEH14 ist zu beachten, dass die zum Gen gehörige oder eine 
künstliche RBS mit kloniert werden sollte, da die Entfernung zwischen der im Vektor 
enthaltenen RBS (AGGA) und dem Startcodon zu groß ist, so dass keine Expression dieses 
Gens erfolgen würde. KOZAK (1983) gibt als optimalen Abstand zwischen dem 3´-Ende der 
RBS und dem A des ATG-Startcodons fünf bis neun Nucleotide an. Lediglich bei 
Klonierungen in die SmaI-Schnittstelle könnte die RBS des Vektors möglicherweise genutzt 
werden, hier würden zwischen RBS und Startcodon 15 Nucleotide liegen. 
 
3.9.1 Ligation von halA, halB und halBhis in den Vektor pPEH14 
Die Gene halA, halB und halBhis wurden mittels PCR amplifiziert, wobei für die Klonierung 
geeignete Schnittstellen angefügt sowie im Fall von halBhis die zum Gen gehörige RBS 
(AAGGA) bzw. im Fall von halA und halB jeweils eine künstliche RBS (AGGA) mit kloniert 
wurden (2.10.18.2). 
Bei halBhis handelt es sich um halB, das am 5´-Ende eine aus dem Plasmid pRSETb (2.7.4) 
stammende Sequenz enthält, die für das Fusionsprotein codiert. Damit beträgt die Größe 
von halBhis 1820 bp. Die Ergebnisse der PCRs sind in Abb. 44 dargestellt. 
 
 
Abb. 44: Amplifikation von halA, halB und halBhismit verschiedenen PCR-Primern. 
 Bahn 1: λ-DNA, PstI Bahn 2: halA amplifiziert mit HalA_Xba+ und HalA_Hind- 
 Bahn 4: λ-DNA, PstI Bahn 3: halB amplifiziert mit HalB_Xba+ und HalB_Hind- 
 Bahn 5: halBhis amplifiziert mit RSET_his+2 und HalB_Hind- 
 
Die Expressionskonstrukte wurden wie in Abschnitt 2.10.19 beschieben hergestellt, wobei 
folgende Plasmide erhalten wurden: pCIBhalA, pCIBhalB und pCIBhalBhis. Die Karten 
dieser Konstrukte sind im Anhang (7.3) enthalten. 
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3.9.2 Überexpression von halB und halBhis in Pseudomonas 
Die Expressionsplasmide pCIBhalB und pCIBhalBhis wurden jeweils in die Stämme 
Pseudomonas fluorescens BL915 und Pseudomonas aureofaciens ACN konjugiert (2.10.13). 
Während halB in P. aureofaciens pCIBhalB überexprimiert wurde, konnte eine 
Überexpression von halBhis nur in P. fluorescens pCIBhalBhis nachgewiesen werden. Beide 
Stämme wurden dafür unter den in Abschnitt 2.11.1 angegebenen Bedingungen gezüchtet 
und die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen (2.11.2.1). Als Referenz wurden der 
Wildstamm Pseudomonas fluorescens BL915 und Pseudomonas aureofaciens ACN unter 
gleichen Bedingungen gezüchtet und aufgeschlossen. Es erfolgte keine Induktion der 
Expression von halB bzw. halBhis, da der tac-Promotor in Pseudomonaden konstitutiv ist 
(KIRNER ET AL., 1998). Die Analyse der Rohextrakte mittels SDS-PAGE (2.11.4) zeigte bei 
den beiden rekombinanten Pseudomonaden-Stämmen jeweils eine neue Proteinbande mit 
einer Größe von etwa 64 kDa, die in den Rohextrakten der Referenz-Stämme nicht detektiert 
werden konnte (Abb. 45). 
 
 
Abb. 45: Überexpression von halBhis in Pseudomonas fluorescens BL915 pCIBhalBhis und von halB 
in Pseudomonas aureofaciens ACN pCIBhalB. 
 Bahn 1: Rohextrakt aus Pseudomonas fluorescens BL915 
 Bahn 2: Rohextrakt aus Pseudomonas fluorescens BL915 pCIBhalBhis 
 Bahn 3: Rohextrakt aus Pseudomonas aureofaciens ACN 
 Bahn 4: Rohextrakt aus Pseudomonas aureofaciens ACN pCIBhalB 
 
3.9.3 Nachweis von HalBhis mittels Western Blot und immuno-
logischer Reaktion 
Da HalBhis N-terminal den Xpress-Epitop enthält, konnte dessen Expression mittels 
immunologischer Reaktion mit dem Antikörper Anti-Xpress-HPR nachgewiesen werden. 
Dazu wurden die Rohextrakte aus Pseudomonas fluorescens BL915 pCIBhalBhis und 
Pseudomonas fluorescens BL915 als Referenzstamm gelelektrophoretisch getrennt (2.11.4) 
und die Proteine auf eine PVDF-Membran übertragen (2.11.5.1). Anschließend erfolgten die 
Detektion von HalBhis (2.11.5.2) und die des Markers (2.11.5.3) voneinander getrennt, da 
dafür unterschiedliche Antikörper verwendet wurden. In Abb. 46 sind das entsprechende 
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Polyacrylamidgel sowie der dazugehörige Western Blot dargestellt. Im Rohextrakt aus 
Pseudomonas fluorescens BL915 pCIBhalBhis konnte bei etwa 64 kDa ein an den 
Antikörper Anti-Xpress-HPR spezifisch bindendes Protein, HalBhis, detektiert werden. 
 
 
Abb. 46: SDS-PAGE (A) und Western Blot (B).  
 Bahn 1: Rohextrakt aus Pseudomonas fluorescens BL915 
 Bahn 2: Rohextrakt aus Pseudomonas fluorescens BL915 pCIBhalBhis 
 
3.10 Nachweis der halogenierenden Aktivität von HalB 
Die Enzymaktivitätstests für HalB und HalBhis wurden mit den im Abschnitt 2.12 in Abb. 22 
dargestellten Substraten durchgeführt. Die Durchführung und Analyse der Tests erfolgte wie 
in den Abschnitten 2.12.1 und 2.12.2 beschrieben. 
 
3.10.1 Enzymaktivitätstests mit Monodechloraminopyrrolnitrin 
(MCAP) – Analyse mittels HPLC und UV-Detektion 
Aufgrund der großen Sequenzähnlichkeit von HalB mit der MCAP-3-Halogenase aus der 
Pyrrolnitrinbiosynthese wurde zuerst deren natürliches Substrat, MCAP (2.12, Abb. 22), in 
den Enzymaktivitätstests für HalB und HalBhis verwendet. Die Tests wurden mit den 
Rohextrakten aus den zur Expression konstruierten Stämmen P. aureofaciens pCIBhalB und 
P. fluorescens pCIBhalBhis sowie den als Referenz eingesetzten Stämmen P. aureofaciens 
ACN und P. fluorescens BL915 durchgeführt (2.12.1.1). Nach der Extraktion der Metabolite 
aus den Enzymtests wurden diese mittels HPLC analysiert (2.12.2.1). 
Abb. 47 und Abb. 48 zeigen die Chromatogramme der HPLC-Analysen der Aktivitätstests 
von HalB und HalBhis. In beiden Fällen weisen die Tests der Expressionsstämme (schwarze 
Kurven) und die der entsprechenden Referenzstämme ohne HalB bzw. HalBhis (rote 
Kurven) das gleiche Chromatogramm auf – bei einer Retentionszeit von 9,8 min eluiert das 
Substrat MCAP. Weder im Test mit Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB noch in dem 
mit Rohextrakt aus P. fluorescens pCIBhalBhis konnte eine Umsetzung des MCAPs zu 
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Aminopyrrolnitrin (AP) detektiert werden – ein Produktpeak bei 12,3 min, wie in der von 
Dr. Wage zur Verfügung gestellten Referenz (grüne Kurve) vorhanden, fehlt.  
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Abb. 47: HPLC-Chromatogramm des Enzymtests von HalB mit MCAP als Substrat. 
 Rote Kurve: Enzymtest mit dem Rohextrakt aus P. aureofaciens ACN (Referenzstamm) 
 Schwarze Kurve: Enzymtest mit dem Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB (Ex-
pressionsstamm) 
 Grüne Kurve: Referenzen MCAP (tR = 9,8 min) und AP (tR = 12,3 min) 
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Abb. 48: HPLC-Chromatogramm des Enzymtests von HalBhis mit MCAP als Substrat. 
 Rote Kurve: Enzymtest mit dem Rohextrakt aus P. fluorescens BL915 (Referenzstamm) 
 Schwarze Kurve: Enzymtest mit dem Rohextrakt aus P. fluorescens pCIBhalBhis (Ex-
pressionsstamm) 
 Grüne Kurve: Referenzen MCAP (tR = 9,8 min) und AP (tR = 12,3 min) 
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3.10.2 Enzymaktivitätstests mit verschiedenen Substraten – 
Analyse mittels GC-MS 
3.10.2.1 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (DBM-PP) 
Als zweites potentielles Substrat wurde DBM-PP (2.12, Abb. 22) im Enzymaktivitätstest 
verwendet. Bei diesem Phenylpyrrolderivat befindet sich im Gegensatz zum MCAP das 
Stickstoffatom in der 2-Position, analog zum Pentachlorpseudillin, dem von Actioplanes sp. 
ATCC 33002 produzierten Phenylpyrrol. Entsprechend den mit MCAP durchgeführten 
Enzymtests wurden die Rohextrakte der beiden Expressionsstämme P. aureofaciens 
pCIBhalB und P. fluorescens pCIBhalBhis sowie die der Referenzstämme P. aureofaciens 
ACN und P. fluorescens BL915 eingesetzt (2.12.1.2). Die Analyse der Tests erfolgte mittels 
GC-MS (2.12.2.2). Unter der Annahme, dass DBM-PP (C11H9NOBr2, Mr = 330,9) von HalB 
einfach chloriert wird, sollte ein Produkt mit der Summenformel C11H8NOClBr2 und einer 
relativen Molmasse von Mr = 364,9 entstehen. Die aus den beiden Brom- und Chlorisotopen 
resultierenden Isotopenpeaks sollten bei den Massezahlen 363, 365, 367 und 369 auftreten. 
 
Die Total-Ion-Count-Chromatogramme (TIC) der Enzymtests mit Rohextrakten aus den 
Expressionsstämmen unterschieden sich nicht von denen der jeweiligen Referenzstämme, 
was entweder bedeutet, dass das Substrat nicht umgesetzt wurde oder nur in so geringem 
Maß, dass ein neuer Produktpeak nicht unmittelbar ersichtlich ist. Deshalb wurde mittels der 
Extracted-Ion-Methode nach einzelnen Ionen (Ionen 363, 365 und 367) des möglichen 
Produkts, dem chlorierten DBM-PP, gesucht. Während bei den Enzymtests mit Rohextrakt 
aus P. aureofaciens ACN, P. fluorescens BL915 und P. fluorescens pCIBhalBhis diese Ionen 
nicht gefunden wurden, zeigte das Extracted-Ion-Chromatogramm im Fall des Enzymtests 
mit Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB bei einer Retentionszeit von 8,85 min Peaks 
für die gesuchten Ionen (Abb. 49, links). Das dazugehörige Massenspektrum (Abb. 49, 
rechts) identifiziert das chlorierte Produkt mit einer Massezahl von 365.  
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Abb. 49: Extracted-Ion-Chromatogramme (Ionen: 363, 365 und 367) und Massenspektrum nach 
Background-Korrektur zur Identifikation von Chlor-2-(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol. 
 
Zur Bestätigung, dass es sich dabei eindeutig um das gesuchte einfach chlorierte und 
zweifach bromierte Phenylpyrrolderivat handelt, wurde diese Probe mittels höchauflösender 
MS analysiert (2.12.2.3). Das dabei erhaltene Massenspektrum ist in Abb. 50 (links) 
dargestellt. Das Isotopenmuster des Produkts stimmt mit dem für das chlorierte 2-(3,5-
Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol theoretisch berechnete Isotopenmuster (Abb. 50, rechts) 
überein. Die im Spektrum auftretenden Fragmente mit den Massenzahlen 350 
(C10H5NOClBr2) und 323 (C9H4OClBr2) lassen sich durch Abspaltung einer CH3-Gruppe 
sowie nachfolgenden Verlust von HCN erklären. 
 
 
Abb. 50: Links: Hochauflösendes Massenspektrum zur Identifikation von Chlor-2-(3,5-dibrom-2-
methoxyphenyl)pyrrol. 
 Rechts: Theoretisches Isotopenmuster des Chlor-2-(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrols, 
berechnet mit dem Programm OPUS. 
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Die Daten der GC-MS-Analyse für das Substrat und das Produkt bei den entsprechenden 
Analyse-Bedingungen sind in Tab. 21 angegeben. 
 
Tab. 21: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (DBM-PP) und Chlor-2-
(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (Chlor-DBM-PP). 
 Summenformel Mr 
tR in 
min m/z 
DBM-PP C11H9NOBr2 331 
8,311 
6,032 
329/331/333 (M+; 1:2:1) 
314/316/318 (M+-CH3; 1:2:1) 
235/237 (M+-CH3-Br; 1:1) 
Chlor-DBM-PP C11H8NOBr2Cl 365,4 
8,851 
6,582 
363/365/367/369 (M+; 3:7:5:1) 
348/350/352/354 (M+-CH3; 3:7:5:1) 
321/323/325/327 (M+-CH3-HCN; 3:7:5:1) 
 
Im Blindtest ohne Rohextrakt konnte kein Chlor-2-(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
detektiert werden. Die Chlorierung des Substrats erfolgte in den Enzymtests also nicht durch 
eine spontane chemische Reaktion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                
1 Retentionszeit, die mit den in Abschnitt 2.12.2.2 angegebenen GC-MS-Bedingungen erhalten wird. 
2 Retentionszeit, die mit den in Abschnitt 2.12.2.3 angegebenen GC-MS-Bedingungen erhalten wird. 
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3.10.2.2 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP) 
Als weiteres mögliches Substrat für HalB wurde DCM-PP (2.12, Abb. 22), wie in Abschnitt 
2.12.1.3 beschrieben, untersucht. Da in vorhergehenden Experimenten (3.10.2.1) nur im 
Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB halogenierende Aktivität nachgewiesen werden 
konnte, wurden alle weiteren Enzymaktivitätstests nur mit den Rohextrakten aus diesem 
Expressionsstamm und dem dazugehörigen Referenzstamm P. aureofaciens ACN 
durchgeführt und ebenfalls mittels GC-MS analysiert (2.12.2.2).  
Das Substrat DCM-PP (C11H9NOCl2, Mr = 243) wurde analog dem Substrat DBM-PP 
(3.10.2.1) nur so geringfügig umgesetzt, dass der Produktpeak bei einer Retentionszeit von 
7,87 min nur im Extracted-Ion-Chromatogramm (Ionen 275, 277 und 279) detektiert werden 
konnte. Abb. 51 zeigt neben diesem Chromatogramm das Massenspektrum des Produkts 
(C11H8NOCl3, Mr = 277,5). Die Fragmente mit den Massenzahlen 260 (C10H5NOCl3) und 233 
(C9H4OCl3) sind mit der Abspaltung einer CH3-Gruppe sowie den weiteren Verlust von HCN 
zu erklären. Die Daten der GC-MS-Analyse sind in Tab. 22 zusammengestellt. 
 
 
Abb. 51: Extracted-Ion-Chromatogramme von 7,70 bis 8,09 min (Ionen: 275, 277 und 279) und 
Massenspektrum nach Background-Korrektur zur Identifikation von Chlor-2-(3,5-dichlor-2-
methoxyphenyl)pyrrol. 
 
Tab. 22: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP) und Chlor-2-
(3,5-dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol (Chlor-DCM-PP). 
 Summenformel Mr 
tR in 
min m/z 
DCM-PP C11H9NOCl2 243 7,25 
241/243/245 (M+; 10:6:1) 
226/228/230 (M+-CH3; 10:6:1) 
191/193 (M+-CH3-Cl; 3:1) 
Chlor-DCM-PP C11H8NOCl3 277,5 7,87 
275/277/279/281 (M+; 28:27:9:1) 
260/262/264/266 (M+-CH3; 28:27:9:1) 
233/235/237/239 (M+-CH3-HCN; 28:27:9:1) 
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3.10.2.3 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP) 
Der Enzymaktivitätstest mit BM-PP (2.12, Abb. 22) wurde wie in Abschnitt 2.12.1.3 
beschrieben durchgeführt und mittels GC-MS analysiert (2.12.2.2). 
Das Substrat BM-PP (C11H10NOBr, Mr = 252,1) wurde von HalB umgesetzt. Das TIC-
Chromatogramm des Enzymaktivitätstests mit Rohextrakt aus dem Expressionsstamm zeigt 
im Vergleich zu dem des Referenzstamms bei einer Retentionszeit von 7,47 min einen 
neuen Peak, der mittels MS-Spektrum eindeutig als Chlor-2-(3-brom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
(C11H9NOBrCl, Mr = 286,5) identifiziert werden konnte (Abb. 52). Die Fragmente mit den 
Massenzahlen 272 (C10H6NOBrCl), 245 (C9H5OBrCl) und 235 (C10H6NOBr) entstehen durch 
CH3-Verlust und anschließende HCN- bzw. Cl-Abspaltung. In Tab. 23 sind die Daten der GC-
MS-Analyse zusammengefasst. 
Das TIC-Chromatogramm des Enzymaktivitätstests mit Rohextrakt aus dem Referenzstamm 
weist bei einer Retentionszeit von 7,49 min einen Peak auf (Abb. 52, grüne Kurve, mit 
grünem Stern gekennzeichneter Peak), der auf Grund einer dem Produktpeak sehr 
ähnlichen Retentionszeit leicht mit diesem verwechselt werden könnte. Anhand des 
Massenspektrums dieses Peaks konnte eindeutig ausgeschlossen werden, dass es sich 
dabei um Chlor-2-(3-brom-2-methoxyphenyl)pyrrol handelt. Auch im TIC-Chromatogramm 
des Enzymaktivitätstests mit Rohextrakt aus dem Expressionsstamm (Abb. 52, rote Kurve) 
kann dieser Peak mit einer Retentionszeit von 7,49 min detektiert werden. Er wird jedoch 
vom Produktpeak mit der Retentionszeit von 7,47 min überlagert und ist deshalb nur als 
Schulter des Produktpeaks zu erkennen. 
 
 
Abb. 52: TIC-Chromatogramm von 6,50 bis 8,06 min und Massenspektrum nach Background-
Korrektur zur Identifikation von Chlor-2-(3-brom-2-methoxyphenyl)pyrrol. Die im Chroma-
togramm rote Kurve entspricht dem Enzymtest mit Rohextrakt aus P. aureofaciens ACN 
pCIBhalB und die grüne Kurve dem mit Rohextrakt aus dem Referenzstamm P. aureofaciens 
ACN. 
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Tab. 23: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP) und Chlor-2-(3-
brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (Chlor-BM-PP). 
 Summenformel Mr tR in min m/z 
BM-PP C11H10NOBr 252,1 6,78 
251/253 (M+; 1:1) 
236/238 (M+-CH3; 1:1) 
157 (M+-CH3-Br) 
Chlor-BM-PP C11H9NOBrCl 286,5 7,47 
285/287/289 (M+; 3:4:1) 
270/272/274 (M+-CH3; 3:4:1) 
243/245/247 (M+-CH3-HCN; 3:4:1) 
235/237 (M+-CH3-Cl; 1:1) 
 
Ergebnisse 
112 
3.10.2.4 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol (DB-PP) 
Der Enzymaktivitätstest mit DB-PP (2.12, Abb. 22) wurde wie in Abschnitt 2.12.1.3 
beschrieben durchgeführt und mittels GC-MS analysiert (2.12.2.2). 
Gegenüber dem Substrat DB-PP (C10H7NBr2, Mr = 301) wies der Rohextrakt mit HalB 
halogenierende Aktivität auf. Im TIC-Chromatogramm des Enzymaktivitätstests mit 
Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB konnte auch hier durch Vergleich mit dem des 
Referenzstammes bei einer Retentionszeit von 8,82 min ein neuer Produktpeak detektiert 
werden (Abb. 53). Das dazugehörige MS-Spektrum identifiziert diesen als Chlor-2-(3,5-
dibromphenyl)pyrrol (C10H6NBr2Cl, Mr = 335,4). Die im Spektrum enthaltenen Fragmente mit 
den Massezahlen 256 (C10H6NBrCl), 175 (C10H6NCl), 140 (C10H6N) und 113 (C9H5) sind 
erklärbar durch aufeinanderfolgende Br-, Br-, Cl- und HCN-Abspaltung. Tab. 24 fasst die 
Daten der GC-MS-Analyse zusammen. 
 
 
Abb. 53: TIC-Chromatogramm von 7,92 bis 9,38 min und Massenspektrum des Produktpeaks zur 
Identifikation von Chlor-2-(3,5-dibromphenyl)pyrrol. Die im Chromatogramm rote Kurve 
entspricht dem Test mit Rohextrakt aus P. aureofaciens ACN pCIBhalB und die grüne Kurve 
dem mit Rohextrakt aus dem Referenzstamm P. aureofaciens ACN. 
 
Tab. 24: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol (DB-PP) und Chlor-2-(3,5-
dibromphenyl)pyrrol (Chlor-DB-PP). 
 Summenformel Mr tR in min m/z 
DB-PP C10H7NBr2 301 8,18 
299/301/303 (M+; 1:2:1) 
220/222 (M+-Br; 1:1) 
193/195 (M+-Br-HCN; 1:1) 
141 (M+-2Br) 
Chlor-DB-PP C10H6NBr2Cl 335,4 8,82 
333/335/337/339 (M+; 3:7:5:1) 
254/256/258 (M+-Br; 3:4:1) 
218/220 (M+-Br-HCl; 1:1) 
175/177 (M+-2Br; 3:1) 
140 (M+-2Br-Cl) 
113 (M+-2Br-Cl-HCN) 
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3.10.2.5 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP) 
Der Enzymaktivitätstest mit M-PP (2.12, Abb. 22) wurde wie in Abschnitt 2.12.1.3 
beschrieben durchgeführt und mittels GC-MS analysiert (2.12.2.2). Das Substrat M-PP 
(C11H11NO, Mr = 173,2) wurde von HalB ebenfalls chloriert. Jedoch wurden hier im Extracted-
Ion-Chromatogramm (Ionen 207 und 209) zwei Produktpeaks detektiert, bei einer 
Retentionszeit von 6,68 min und 6,84 min (Abb. 54). Das MS-Spektrum des Hauptprodukt-
peaks bei tR = 6,68 min zeigt, dass es sich dabei um Chlor-2-(2-methoxyphenyl)pyrrol 
(C11H10NOCl, Mr = 207,6) handelt. Neben dem Molekülion treten hauptsächlich Fragmente 
mit den Massezahlen 192 (C10H7NOCl) und 165 (C9H6OCl) auf, wobei jeweils das typische 
Isotopenmuster für Moleküle mit einem Chloratom (M+2 im Verhältnis 3:1) zu erkennen ist. 
Diese beiden Fragmente entstehen durch Abspaltung der CH3-Gruppe sowie Verlust von 
HCN. Das MS-Spektrum des zweiten, kleineren Produktpeaks bei tR = 6,84 min identifiziert 
diesen ebenfalls als Chlor-2-(2-methoxyphenyl)pyrrol, weist aber ein anderes 
Fragmentierungsmuster auf. Es treten hauptsächlich Fragmente mit den Massezahlen 172 
(C11H10NO) und 157 (C10H7NO) auf, was auf eine Cl- und CH3-Abspaltung hindeutet. Alle 
Daten der GC-MS-Analyse sind in Tab. 25 zusammengestellt. 
 
 
Abb. 54: Extracted-Ion-Chromatogramme von 6,2 bis 7,7 min (Ionen: 207 und 209) und Massen-
spektren der Peaks mit tR = 6,68 min und tR = 6,84 min zur Identifikation von Chlor-2-(2-
methoxyphenyl)pyrrol. 
 
Tab. 25: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP) und Chlor-2-(2-methoxy-
phenyl)pyrrol (Chlor-M-PP). 
 Summenformel Mr tR in min m/z 
M-PP C11H11NO 173,2 5,91 
173 (M+) 
158 (M+-CH3) 
Chlor-M-PP C11H10NOCl 207,6 
6,68 
207/209 (M+; 3:1) 
192/194 (M+-CH3; 3:1) 
165/167 (M+-CH3-HCN; 3:1) 
6,84 
207/209 (M+; 3:1) 
172 (M+-Cl) 
157 (M+-Cl-CH3) 
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3.10.2.6 Monodechloraminopyrrolnitrin (MCAP) 
Die Enzymaktivitätstests mit Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB bzw. Rohextrakt aus 
P. aureofaciens ACN und MCAP als Substrat wurden wiederholt (2.12.1.3) und die 
extrahierten Metabolite mittels GC-MS analysiert (2.12.2.2). 
Mit dieser wesentlich empfindlicheren Detektionsmethode konnte für den Rohextrakt mit 
HalB halogenierende Aktivität bezüglich des Substrats MCAP nachgewiesen werden. MCAP 
(C10H9N2Cl, Mr = 192,6) wurde chloriert – der Produktpeak wurde bei einer Retentionszeit 
von 8,24 min im Extracted-Ion-Chromatogramm (Ionen 226, 228 und 230) detektiert. In 
Abb. 55 ist neben dem Extracted-Ion-Chromatogramm das Massenspektrum des Produkts 
(C10H8N2Cl2, Mr = 227,1) dargestellt. Die Fragmente mit den Massenzahlen 191 (C10H8N2Cl) 
und 156 (C10H8N2) entsprechen der Abspaltung jeweils eines Chloratoms. Die Daten der GC-
MS-Analyse für MCAP und das chlorierte Produkt (Aminopyrrolnitrin, AP) befinden sich in 
Tab. 26. 
 
 
Abb. 55: Extracted-Ion-Chromatogramme (Ionen: 226, 228 und 230) und Massenspektrum nach 
Background-Korrektur zur Identifikation des Aminopyrrolnitrins. 
 
Tab. 26: Daten der GC-MS-Analyse für Monodechloraminopyrrolnitrin (MCAP) und Aminopyrrolnitrin 
(AP). 
 Summenformel Mr tR in min m/z 
MCAP C10H9N2Cl 192,6 7,5 
192/194 (M+; 3:1) 
164/166 (M+-H-HCN; 3:1) 
156 (M+-HCl) 
AP C10H8N2Cl2 227,1 8,24 
226/228/230 (M+; 10:6:1) 
191/193 (M+-Cl; 3:1) 
164/166 (M+-Cl-HCN; 3:1) 
156 (M+-Cl-Cl) 
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3.10.2.7 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan (DBM-PF) 
Als letztes Substrat wurde DBM-PF (2.12, Abb. 22), wie in Abschnitt 2.12.1.3 beschrieben im 
Enzymaktivitätstest eingesetzt und die extrahierten Metabolite analysiert (2.12.2.2). In allen 
mit dem Substrat DBM-PF (C11H8O2Br2, Mr = 332) durchgeführten Enzymtests – auch in den 
Referenzproben und im Blindtest – wurde im Extracted-Ion-Chromatogramm (Ionen 364, 366 
und 368) bei einer Retentionszeit von 8,25 bis 8,27 min ein Peak detektiert, der mittels MS-
Spektrum als Chlor-2-(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)furan identifiziert werden konnte. In 
Abb. 56 sind die Extracted-Ion-Chromatogramme der drei Enzymtests übereinandergelegt 
dargestellt. Zusätzlich ist das MS-Spektrum zur Identifikation von Chlor-2-(3,5-dibrom-2-
methoxyphenyl)furan im Blindtest dargestellt.  
Die Daten der GC-MS-Analyse für Substrat und Produkt sind in Tab. 27 zusammengestellt. 
 
 
Abb. 56: Oben: Extracted-Ion-Chromatogramme von 8,0 bis 8,8 min (Ionen: 364, 366 und 368). 
 Unten: Massenspektrum nach Background-Korrektur zur Identifikation von Chlor-2-(3,5-
dibrom-2-methoxyphenyl)furan im Blindtest. 
 
Tab. 27: Daten der GC-MS-Analyse für 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan (DBM-PF) und Chlor-2-
(3,5-dibrom-2-methoxyphenyl)furan (Chlor-DBM-PF). 
 Summenformel Mr tR in min m/z 
DBM-PF C11H8O2Br2 332 7,53 
330/332/334 (M+; 1:2:1) 
315/317/319 (M+-CH3; 1:2:1) 
287/289/291 (M+-CH3-CO; 1:2:1) 
Chlor-DBM-PF C11H7O2Br2Cl 366,4 8,26 
364/366/368/370 (M+; 3:7:5:1) 
321/323/325/327 (M+-CH3-CO; 3:7:5:1) 
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4 Diskussion 
4.1 Detektion neuer Halogenasegene in Actinoplanes sp. 
ATCC 33002 
An der Biosynthese halogenierter Metabolite in Bakterien sind Enzyme, die subtratspezifisch 
und regioselektiv halogenieren können, wie die FADH2-abhängigen Halogenasen, beteiligt 
(VAN PÉE, 2001). Gene solcher Halogenasen konnten in unterschiedlichen Bakterien, die 
halogenierte Antibiotika produzieren, detektiert werden (CHIU ET AL., 2001; DAIRI ET AL., 1995; 
EUSTÁQUIO ET AL., 2003; HAMMER ET AL., 1997; NIERMAN ET AL., 2001; NOWAK-THOMPSON ET 
AL., 1999; PELZER ET AL., 1999; ROUHIAINEN, ET AL., 2000; SÁNCHEZ ET AL., 2002; SCHNERR, 
1999; VAN WAGENINGEN ET AL., 1998; WEITNAUER ET AL., 2001; YU ET AL., 2002; ZEHNER, 
2005). Jedoch wurde bisher nur für sechs FADH2-abhängige Halogenasen die Aktivität in 
vitro nachgewiesen: PrnA (KELLER ET AL., 2000) und PrnC (WAGE, 2004), Thal (SEIBOLD, 
PERS. MITTEILUNG, 2002), PyrH (ZEHNER ET AL., 2005), PltA (DORRESTEIN ET AL., 2005) und 
RebH (YEH ET AL., 2005). 
Der Stamm Actinoplanes sp. ATCC 33002 produziert Pentachlorpseudilin, ein Phenylpyrrol, 
das am Phenylrest zweifach und am Pyrrolring dreifach chloriert ist (CAVALLERI ET AL., 1978; 
Abb. 12). Es wird vermutet, dass an dessen Biosynthese ebenfalls FADH2-abhängige 
Halogenasen beteiligt sind. Ob dabei eine Halogenase in der Lage ist, alle fünf Chloratome 
im Molekül einzufügen, oder mehrere Halogenasen dafür notwendig sind, kann nur spekuliert 
werden. Deshalb sollte mittels Hybridisierungsexperimenten mit bekannten Halogenase-
genen als Sonde in Actinoplanes sp. ATCC 33002 nach homologen Genen gesucht werden. 
Schon in vorangegangenen Arbeiten konnten durch diese Methode Halogenasegene, die 
zum Tryptophan-7-halogenasegen der Pyrrolnitrinbiosynthese (prnA) aus Pseudomonas 
fluorescens BL915 homolog sind, in verschiedenen Bakterienstämmen detektiert werden 
(HAMMER ET AL., 1999; SCHNERR, 1999). Während mit dem Gen prnA als Sonde keine 
Hybridisierung mit der Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 erfolgte (BURD, PERS. 
MITTEILUNG, 1998), bildeten sich mit der Sonde prnC, dem MCAP-Halogenasegen aus dem 
Pyrrolnitrinproduzenten Pseudomonas fluorescens BL915 (HAMMER ET AL., 1997), Hybride 
mit einer Homologie von 75 % (3.1). Diese Hybridisierungsergebnisse entsprechen auch der 
Feststellung, dass die FADH2-abhängigen Halogenasen aufgrund ihrer Substratspezifität in 
zwei Gruppen eingeteilt werden können: einerseits Halogenasen, die Tryptophan- bzw. 
Indolderivate akzeptieren, und andererseits Halogenasen, die Pyrrol- bzw. Phenol-
verbindungen umsetzen können (ZEHNER ET AL. 2000; VAN PÉE & ZEHNER, 2003).  
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Es wurde eine angereicherte Genbank von Actinoplanes sp. ATCC 33002 in E. coli XL1-Blue 
angelegt und auf positive Klone gescreent (3.2). Die Plasmide der beiden dabei detektierten 
Klone E. coli pIWa3700 und E. coli pIWa3700r wurden analysiert, wobei festgestellt wurde, 
dass beide das gleiche ~3,7 kb große SacI-Insert enthalten, dieses jedoch in entgegen-
gesetzter Orientierung eingefügt ist (3.3.1). Dadurch war es leichter möglich eine partielle 
Restriktionskarte für das Insert zu erstellen und die jeweils am Rand gelegenen 
Schnittstellen relativ genau anzugeben. Um zu Überprüfen, ob das Insert aus pIWa3700 
tatsächlich Sequenzen potentieller Halogenasegene enthält, wurde daraus ein mit prnC und 
dem Primer CHLST1- hybridisierendes 1,2 kb PstI/BamHI-Fragment subkloniert und 
sequenziert (3.3.2). Beim anschließenden Vergleich dieser Nucleotidsequenz mit in der 
Datenbank des National Center for Biotechnology Information enthaltenen Sequenzen 
wurden zwei zu den Halogenasegenen cts4 aus der Chlortetracyclinbiosynthese (DAIRI ET 
AL., 1995) und prnC homologe Bereiche gefunden, wobei der Anfang des 1,2 kb PstI/BamHI-
Fragments Homologien zum Ende der bekannten Halogenasegene und das Ende des 
Fragments Homologien zum Anfang von cts4 und prnC aufwies (3.3.2, Abb. 25). Damit war 
bestätigt, dass durch Hybrisierung der Gesamt-DNA mit prnC als Sonde in Actinoplanes sp. 
neue potentielle Halogenasegene detektiert werden konnten. Die anschließende 
Sequenzierung des 3,7 kb SacI-Inserts aus pIWa3700 und Sequenzvergleiche mit den 
Genen cts4 und prnC ergaben, dass das zweite potentielle Halogenasegen auf diesem 
Fragment vollständig enthalten war, während von dem ersten etwa 250 bp vom Anfang 
fehlten (3.3.3). Die beiden neuen Gene wurden halA und halB genannt. Um auch für halA die 
vollständige Nucleotidsequenz zu erhalten, wurde eine Cosmidgenbank angelegt und mittels 
Koloniehybridisierung nach positiven Klonen gescreent (3.4). Da für das Screening als 
Sonde weder prnC noch die von Konsensussequenzen bekannter prnC-homologer 
Halogenasen abgeleiteten degenerierten Oligonucleotide CHLST1+ (Konsensus: GWxWxIP) 
und CHLST1- (Konsensus: FI/VDPL/VFS) geeignet waren, wurde mit diesen beiden Primern 
aus dem Plasmid pIWa3700r ein 296 bp großes Fragment amplifiziert und als Sonde zur 
Koloniehybridisierung eingesetzt (3.4.2). Es konnte gezeigt werden, dass mit diesen 
degenerierten Primern auch mit Gesamt-DNA aus Actinoplanes sp. als Matrize ein ~280 bp 
Fragment amplifizierbar war (ZEHNER ET AL., 2000). Ähnliche stärker degenerierte Primer, die 
von den gleichen Konsensusbereichen abgeleitet wurden, verwendeten PIRAEE & VINING 
(2002) zur Detektion eines Halogenasegens in dem Chloramphenicolproduzenten 
Streptomyces venezuelae. 
Mit Hilfe der PCR-Sonde konnten in der Cosmidgenbank vier positive Klone mit den 
Cosmiden pIWcos8, pIWcos9, pIWcos10 und pIWcoss22 identifiziert werden (3.4.2). Aus 
pIWcos10 wurde ein Fragment, das das Gen halA vollständig enthält, subkloniert (3.5.1), 
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wobei das Plamid pIW3000Bcos10 erhalten, und der noch fehlende Startbereich von halA 
sequenziert wurde (3.5.2). 
Damit waren zwei E. coli-Klone vorhanden, die jeweils plasmidcodiert die vollständige 
Information für HalA bzw. HalB enthielten (3.6, Abb. 32). 
 
Actinoplanes sp. ATCC 33002 verfügt also über mindestens zwei Halogenasegene, was der 
Vermutung entspricht, dass mehr als eine Halogenase an der Pentachlorpseudilin-
biosynthese beteiligt sein könnte. Auch für die Biosynthesen anderer mehrfach halogenierter 
Metabolite wurde gezeigt, dass mehrere Halogenasen beteiligt sind, z. B. sind bei der 
Pyrrolnitrinbiosynthese für das Einfügen von zwei Chloratomen zwei Halogenasen, Trp-7-Hal 
(PrnA) und MCAP-3-Hal (PrnC), erforderlich (HAMMER ET AL., 1997). Im Pyoluteorin-
produzenten Pseudomonas fluorescens Pf-5 wurden drei potentielle Halogenasegene, pltA, 
pltD und pltM, gefunden, obwohl Pyoluteorin nur zweifach chloriert ist (NOWAK-THOMPSON ET 
AL., 1999). Die Autoren erklärten diese Diskrepanz wie folgt: Während zwei der drei 
Halogenasen (PltA und PltM) das charakteristische Sequenzmotiv GxGx2(G/A)x3(G/A)x6G 
besitzen, das bei der Bindung von Nucleotidcofaktoren eine Rolle spielt und in FADH2-
abhängigen Halogenasen konserviert ist, ist dieses Motiv in PltD nur teilweise vorhanden 
(GxSx2Vx3Ax6K). Möglicherweise ist PltD deshalb inaktiv, so dass nur die Halogenasen PltA 
und PltM an den beiden Chlorierungsschritten der Pyoluteorinbiosynthese beteiligt sein 
könnten (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999). Weitere Untersuchungen zur Pyoluteorin-
biosynthese zeigten jedoch, dass nur eine der beiden intakten Halogenasen, PltA, für das 
Einfügen beider Chloratome in den am Carrierprotein PltL gebundenen Pyrrolrest notwendig 
zu sein scheint (Abb. 57 A) (DORRESTEIN ET AL., 2005). Welche Funktionen den potentiellen 
Halogenasen PltD und PltM bei der Bildung von Pyoluteorin zukommen, ist bisher nicht 
bekannt. Dennoch ist PltM für die Pyoluteorinbiosynthese erforderlich, da eine Mutante mit 
inaktiviertem pltM-Gen kein Pyoluteorin mehr produzierte (Nowak-Thompson et al., 1999). 
Auch bei den Biosynthesen anderer halogenierter Antibiotika wurde vermutet, dass eine 
Halogenase mehrere Chlorierungsschritte katalysiert: In den Biosynthesegenclustern für 
Complestatin (CHIU ET AL., 2001) und Avilamycin (WEITNAUER ET AL., 2001) wurde jeweils nur 
ein Halogenasegen detektiert, obwohl beide Antibiotika am phenolischen System zweifach 
chloriert sind. Complestatin enthält im Pepdidrückrad zwei 3,5-Dichlorhydroxyphenyl-
glycinreste und einen 3,5-Dichlorhydroxybenzoylformiatrest. CHIU ET AL. (2001) nehmen an, 
dass die Hydroxyphenylglycinreste von einer Halogenase, ComH, zweifach chloriert werden 
können. In welchem Schritt der Biosynthese dies erfolgt, ist jedoch ungeklärt. Als Substrate 
kämen Hydroxyphenylglycin oder deren Vorläufer Hydroxybenzoylformiat (Abb. 57 B), aber 
auch spätere Biosynthesestufen in Frage. Auch bei der Biosynthese von Avilamycin, das 
einen dichlorierten Orsellinsäurerest enthält, werden vermutlich beide Chlorierungsschritte 
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von einer Halogenase, AviH, katalysiert (Abb. 57 C). Eine Mutante, bei der die Gene aviG4 
(Methyltransferasegen) und aviH (Halogenasegen) inaktiviert worden waren, produzierte nur 
noch Gavibamycin B, ein demethyliertes und dechloriertes Avilamycinanalogon (WEITNAUER 
ET AL., 2001). 
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Abb. 57: Beispiele für die Katalyse mehrerer Chlorierungsschritte durch ein Enzym. (A) Die Haloge-
nase PltA aus der Pyoluteorinbiosynthese katalysiert in vitro beide Chlorierungsschritte am 
Pyrrolring (DORRESTEIN ET AL., 2005). (B) Die Halogenase ComH aus der Complestatin-
biosynthese chloriert möglicherweise Hydroxyphenylglycin oder dessen Vorstufe Hydroxy-
benzoylformiat zweifach (CHIU ET AL., 2001). (C) Die Halogenase AviH aus der 
Avilamycinbiosynthese ist für das Einfügen beider Chloratome am Orsellinsäurerest des 
Avilamycins wichtig (WEITNAUER ET AL., 2001). 
 
Diese Beispiele gaben Anlass zur Vermutung, dass zwei Halogenasen an der Pentachlor-
pseudilinbiosynthese beteiligt sind – möglicherweise eine, die Chlorierungen am Phenolrest 
katalysiert, und eine zweite für die Chlorierungsschritte am Pyrrolring. 
 
Durch Analyse der Sequenzbereiche, die sich down- und upstream der Gene halA und halB 
befinden, konnte MANN (2005) weitere zum Pentachlorpseudilinbiosynthesegencluster 
gehörige Gene identifizieren und den Enzymen mögliche Funktionen zuordnen (Tab. 28).  
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Tab. 28: Die Gene des Pentachlorpseudilinbiosynthesegenclusters und ihre postulierten Funktionen 
(MANN, 2005). 
Gen abgeleitete Funktion postulierte Funktion bei der Pentachlorpseudilinbiosynthese 
pcpA Acyl-CoA-Dehydrogenase Oxidation von Prolin  
pcpB AMP-Ligase Aktivierung des Prolins 
pcpC Flavinreduktase Reduktionsäquivalente bereitstellen 
pcpD Peptidylcarrierprotein Bindung des Prolins 
pcpE Halogenase Halogenierung 
pcpF Transkriptionsregulator Regulation der Transkription 
pcpG Polyketidsynthase 1 Aromatensynthese 
pcpH Polyketidsynthase 2 Aromatensynthese 
pcpI (halA) Halogenase (HalA) Halogenierung 
pcpK (halB) Halogenase (HalB) Halogenierung 
pcpL unbekannt (Abspaltung einer OH-Gruppe) 
pcpM Transporter Transport aus der Zelle 
pcpN Transkriptionsregulator Regulation der Transkription 
 
Dabei stellte sich heraus, dass im Cluster noch ein drittes Gen für eine FADH2-abhängige 
Halogenase, pcpE, enthalten ist. Anhand dieser Informationen wurde ein Biosyntheseweg für 
Pentachlorpseudilin postuliert: Der Pyrrolring des Pentachlorpseudilins wird von Prolin 
ausgehend gebildet (Abb. 58) und der Phenolrest anschließend durch Polyketidsynthasen 
aufgebaut (Abb. 59). Es wird vermutet, dass die Chlorierungen erst nach dem Aufbau der 
Pseudilinstruktur erfolgen (Abb. 60; MANN, 2005).  
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Abb. 58: Pentachlorpseudilinbiosynthese – Bildung des Pyrrolrings aus Prolin. Nach der Aktivierung 
des Prolins durch die AMP-Ligase PcpB wird dieses auf das Peptidylcarrierprotein PcpD 
übertragen und anschließend durch die Dehydrogenase PcpA oxidiert (MANN, 2005). 
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Abb. 59: Pentachlorpseudilinbiosynthese – Aufbau des Phenolrings. Nach der Übertragung des 
Pyrrolyl-2-carboxyrests vom Peptidylcarrierprotein PcpD auf das Acylcarrierprotein (ACP) des 
ersten Moduls der Polyketidsyntase PcpG erfolgt in den insgesamt drei Modulen von PcpG 
und PcpH eine Kettenverlängerung um drei C2-Einheiten. Durch Ringschluss wird eine 
zyklische Vorstufe des Phenolrings gebildet, die anschließend von einer Ketoreduktase und 
einer Dehydratase, welche im Modul der PcpH enthaltenen sind, modifiziert wird. Die 
Abspaltung des Produkts vom ACP des dritten Moduls könnte von PcpL katalysiert werden 
(MANN, 2005). 
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Abb. 60: Pentachlorpseudilinbiosynthese – Abschließende Reaktionen, einschließlich der Chlo-
rierungsschritte. Nach Dehydratisierung und Decarboxylierung bildet sich durch spontane 
Umlagerung 2-(3-Hydroxyphenyl)pyrrol. Dieses wird durch die FADH2-abhängigen 
Halogenasen PcpE, PcpI (HalA) und PcpK (HalB) in fünf Schritten zum Pentachlorpseudilin 
chloriert (MANN, 2005). 
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Der von MANN (2005) vorgeschlagene Biosyntheseweg lässt offen, welcher Chlorierungs-
schritt von welcher der drei Halogenasen (HalA, HalB und PcpE) katalysiert wird und ob 
wirklich alle drei Halogenasen am Aufbau des Pentachlorpseudilins beteiligt sind. Damit kann 
die Vermutung, dass eine Halogenase die Chlorierungen am Phenolrest, und eine zweite 
Halogenase die am Pyrrolring katalysiert weder ausgeschlossen noch bestätigt werden.  
Da bei der Pentachlorpseudilinbiosynthese fünf Chloratome von maximal drei FADH2-
abhängigen Halogenasen eingefügt werden, muss mindestens eine von diesen an mehreren 
Chlorierungsschritten beteiligt sein, was schon für andere Halogeasen vermutet bzw. 
nachgewiesen wurde (CHIU ET AL., 2001; WEITNAUER ET AL., 2001; DORRESTEIN ET AL., 2005). 
 
4.2 Sequenzanalyse 
4.2.1 Ribosomenbindestelle, Translationsstart und -stop 
Eine etwa 3,6 kb große Region der klonierten DNA aus Actinoplanes sp. ATCC 33002 wurde 
sequenziert und analysiert (3.6). Es konnten in diesem Bereich zwei neue potentielle 
Halogenasegene, halA und halB, detektiert werden. Diese sind jeweils auf einem Plasmid 
vollständig enthalten: halA auf dem Plasmid pIW3000Bcos10 und halB auf dem Plasmid 
pIWa3700 (3.6, Abb. 32). 
 
Bei der Zuordnung der beiden Gene sowie der Festlegung des Translationsstarts und -stops 
wurden verschiedene Kriterien beachtet: 
- die Sequenzanalyse mit dem Programm Frameplot (ISHIKAWA & HOTTA, 1999) mit 
Angabe von Start- und Stopcodons, wobei als Startcodons neben ATG auch GTG und 
TTG berücksichtigt wurden, da diese in Prokaryonten ebenfalls als Translationsstart 
dienen können (KOZAK, 1983), 
- das Alignment mit bekannten Halogenasen unter Beachtung der Sequenzlänge sowie 
der Lage der konservierten Sequenzmotive bezüglich des Start- und Stopcodons und 
- die Identifikation einer Ribosomenbindestelle (RBS) vor dem Startcodon. 
 
Zuerst wurde die gesamte Sequenz mit dem Programm Frameplot (ISHIKAWA & HOTTA, 1999) 
analysiert (3.6.1). Dieses ermöglicht durch die Berechnung und graphische Darstellung des 
GC-Gehalts in der ersten, zweiten und dritten Codonposition sowie der Erkennung von Start- 
und Stopcodons eine Vorhersage von offenen Leserahmen. Diese von BIBB ET AL. 1984 
entwickelte Methode basiert auf der Feststellung, dass positionsspezifische Unterschiede 
des GC-Gehalts innerhalb der Codons auftreten und eignet sich besonders zur Identifikation 
von ORFs für DNA-Sequenzen mit einem GC-Gehalt unter 40 % und über 60 %. Als 
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ebenfalls hilfreich erwies sich der Frameplot bei der Auffindung von durch Sequenzierungs-
fehler verursachten Frameshifts. 
Die Sequenzanalyse mit dem Programm Frameplot ergab zwei vollständige ORFs, die nicht 
im selben Leserahmen liegen (3.6.1, Abb. 33). Der erste ORF (HalA) beginnt mit dem 
potentiellen Startcodon (ATG) bei nt 1 und endet mit dem Stopcodon (TGA) bei nt 1761. 
Weitere mögliche Startcodons sind bei nt 16 (ATG) sowie nt 64 (GTG) vorhanden. Abb. 61 A 
zeigt den Sequenzbereich mit den drei potentiellen Startcodons. Der zweite ORF (HalB) 
beginnt mit dem potentiellen Startcodon (ATG) bei nt 1802 und endet mit dem Stopcodon 
(TGA) bei nt 3490. Auch hier ergaben sich weitere mögliche Startcodons bei nt 1838 (GTG) 
sowie nt 1895 (ATG). Abb. 61 B zeigt den Sequenzbereich mit diesen drei potentiellen 
Startcodons. 
 
A) Startbereich für halA: 
                          1.Start        2.Start                     
                 .         (nt 1)    .   (nt 16)         .         . 
   -20  ACCAACGAACGGAGCACCCCATGGAGAACGCACCGATGTCAGGCAGCACCGGCCACGGCC  40 
                            M  E  N  A  P  M  S  G  S  T  G  H  G  R 
 
                             3.Start                                 
                 .         . (nt 64) .         .         .         . 
    41  GCCGGCCGAGGCCGGAGACCGACGTGGTCATCCTCGGTTCCGGCCTGGCCGGTTCCACGC  100 
          R  P  R  P  E  T  D  V  V  I  L  G  S  G  L  A  G  S  T  L 
B) Startbereich für halB: 
                           1.Start                             2.Start 
                 .        (nt 1802)  .         .         .    (nt 1838) 
  1781  CAACGACCATCGGAGGCAGTCATGAGTTCAGCGCCCGCGGCCGGCATCGACCCCGCCGTG  1840 
                             M  S  S  A  P  A  A  G  I  D  P  A  V   
 
                                                            3.Start  
                 .         .         .         .         . (nt 1895) 
  1841  TCGCACGCCCGCACGTTCGACGTCGCCATTCTCGGCTCCGGCATCGCCGGCTCGATGCTG  1900 
        S  H  A  R  T  F  D  V  A  I  L  G  S  G  I  A  G  S  M  L   
Abb. 61: A) Sequenzbereich von halA mit drei potentiellen Startcodons. B) Sequenzbereich von halB 
mit drei potentiellen Startcodons. Die möglichen Startcodons sind rot hervorgehoben und die 
jeweils davor liegende RBS unterstrichen. Der fett gedruckte Bereich der abgeleiteten 
Proteinsequenz weist auf den in Halogenasen enthaltenen Fingerprint für ADP-bindende 
Proteine (WIERENGA ET AL., 1986) hin, wobei die drei konservierten Glycinreste grün 
hervorgehoben sind. 
 
Da mittels Frameplot der Translationsstart für halA und halB nicht eindeutig bestimmt werden 
konnte, wurde ein Alignment der abgeleiteten Proteinsequenzen mit denen bekannter 
Halogenasen durchgeführt (3.7.2, Abb. 36) und die Sequenzlänge sowie die Lage der 
konservierten Sequenzmotive (3.7.3) bezüglich des Startcodons beurteit. Damit konnten der 
dritte potentielle Start für halA (GTG bei nt 64, Abb. 61 A) sowie auch der dritte für halB 
(ATG bei nt 1895, Abb. 61 B) ausgeschlossen werden. In beiden Fällen würde dieses 
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Startcodon so liegen, dass in der abgeleiteten Proteinsequenz der in Halogenasen 
konservierte Fingerprint für ADP-bindende Proteine (WIERENGA ET AL., 1986; siehe Abschnitt 
3.7.3.1) nicht vollständig enthalten wäre, wobei im Fall von HalB sogar die drei stark 
konservierten Glycinreste fehlen würden. 
Bei der Betrachtung der Zahl der Aminosäurereste vom Start bis zum Beginn des Finger-
prints (WIERENGA ET AL., 1986) fällt auf, dass diese innerhalb der Halogenasen ebenfalls 
variieren (Abb. 62, Tab. 29). Der Fingerprintbereich beginnt mit dem ersten in allen neun 
Halogenasen konservierten Aspartat (D). Die Anzahl der davorliegenden Aminosäurereste 
schwankt zwischen vier Aminosäuren für die PltM aus Pseudomonas fluorescens Pf-5 und 
16 für die Cts4 aus Streptomyces aureofaciens. Eine Ausnahme bildet dabei die Halogenase 
ApdC aus Anabaena 90: Hier sind 65 Aminosäurereste vorgelagert. 
 
  HalA:              1 MSGSTGHGRRPRPETDVVILGSGLAGSTLAACLARNG..ARVLIVD  44 
  HalB:          1 MSSAPAAGIDPAVSHARTFDVAILGSGIAGSMLGAILARNG..ARVLLVD  48 
  PrnC:              1 MTQKSPANEHDSNHFDVIILGSGMSGTQMGAILAKQQ..FRVLIIE  44 
  Cts4:             1 MTDTTADQTRHGDRPYDVVIIGSGLSGTMLGSILAKHG..FRIMLLD  45 
  PltA:                       1 MSDHDYDVVIIGGGPAGSTMASYLAKAG..VKCAVFE  35 
  PltM:                         1 MNQYDVIIIGSGIAGALTGAVLAKSG..LNVLILD  33 
  BhaA:                       1 MSVEDFDVVVAGGGPGGSTVATLVAMQG..HRVLLLE  35 
  Orf10:                      1 MSVEDFDVVVAGGGPAGSTVATLVAMQG..HRVLLLE  35 
  ApdC:   41 LKERKEELIAFLRQQAEDLNQAETYDVVICGGGLAGLTLARQLKLQKPNMAIAVLD  96 
Fingerprint (Wierenga et al., 1986):  ΔhxhxGxGxxGxxxhxxhx......xhxhxӨ 
Abb. 62: Vergleich der Sequenzlänge vom Start bis zum Beginn des Fingerprints (WIERENGA ET AL., 
1986) für die Halogenasen: PrnC (HAMMER ET AL., 1997), Cts4 (DAIRI ET AL., 1995), PltA und 
PltM (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999), BhaA (PELZER ET AL., 1999; PUK ET AL., 2002), Orf10 
(VAN WAGENINGEN ET AL., 1998) und ApdC (ROUHIAINEN, ET AL., 2000) mit HalA und HalB. 
 
Tab. 29: Vergleich der PrnC-homologen Halogenasen bezüglich der Sequenzlänge und der Lage der 
konservierten Sequenzmotive 
Halogenase 
Sequenz-
länge in 
Amino-
säuren 
Zahl der Amino-
säurereste vom Start 
bis zum Beginn des 
Fingerprints 
Referenz 
HalA 581 15 diese Arbeit 
HalB 562 19 diese Arbeit 
PrnC 567 15 (HAMMER ET AL., 1997) 
Cts4 554 16 (DAIRI ET AL., 1995) 
PltA 449 6 (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 
PltM 502 4 (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999) 
BhaA 491 6 (PELZER ET AL., 1999; PUK ET AL., 2002) 
Orf10 491 6 (VAN WAGENINGEN ET AL., 1998) 
ApdC 625 65 (ROUHIAINEN, ET AL., 2000) 
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Anhand dieser relativ großen Schwankungsbreite wird deutlich, dass aufgrund der gesamten 
Sequenzlänge sowie der Länge bis zum ersten konservierten Sequenzmotiv keine Aussage 
darüber getroffen werden kann, welches der beiden noch verbleibenden potentiellen 
Startcodons (1.Start oder 2.Start, Abb. 61 A und B) für halA und halB das richtige ist. 
Deshalb wurde überprüft, vor welchem dieser möglichen Startcodons sich eine 
Ribosomenbindestelle befindet. SHINE & DALGARNO (1974) bestimmten die 3’-terminale 
Sequenz der 16S-rRNA aus E. coli durch Endmarkierung und schrittweisen Abbau und 
erhielten die Sequenz: Pyd-A-C-C-U-C-C-U-U-AOH. Sie schlugen vor, dass diese Region der 
rRNA mit der mRNA interagiert, wobei die Sequenz U-U-AOH am 3’-Ende durch 
Basenpaarung mit den Stopcodons an der Termination der Proteinsynthese beteiligt ist, 
während die Sequenz A-C-C-U-C-C ein in der mRNA konserviertes Motiv, die RBS, erkennt 
und somit für die Initiierung der Translation der mRNA von Bedeutung ist. Die dazu 
komplementäre Sequenz G-G-A-G-G-T bzw. eine dazu sehr homologe Sequenz sollte 
wenige Nucleotide vor dem Startcodon auf der mRNA zu finden sein. Für das 
Halogenasegen halB ist 6 nt vor dem ersten potentiellen Startcodon eine solche Sequenz 
(GGAGG) enthalten, während 8 nt vor dem zweiten möglichen Start lediglich zwei Nucleotide 
(GA) für die Basenpaarung mit der 16S-rRNA in Frage kommen (Abb. 61 B). Damit ist mit 
hoher Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass aufgrund der stabileren Bindungsmöglichkeit 
die mRNA mit der Sequenz GGAGG an das Ribosom binden wird (Abb. 63) und somit das 
erste Startcodon richtig ist. Für halB ergibt sich also eine Länge von 1689 bp. 
 
Startbereich halB aus Actinoplanes sp. (nt 1792): 5’-G-G-A-G-G-C-A-G-T-C-ATG-3’ 
    | | | | | 
16S-rRNA aus E. coli (SHINE & DALGARNO, 1974): 3’-C-C-U-C-C-A-5’ 
Abb. 63: Potentielle Basenpaarung der RBS von halB mit der 16S-rRNA aus E. coli. 
 
Der wahre Start für das Gen halA ist dagegen nicht eindeutig zu ermitteln. Sowohl im 
Sequenzbereich vor dem ersten potentiellen Startcodon als auch im Bereich vor dem 
zweiten Startcodon sind Shine-Dalgarno-Sequenzen zu finden (Abb. 61 A). 7 nt vor dem 
ersten Start und 10 nt vor dem zweiten befindet sich jeweils die Sequenz GGAG. Eine 
Basenpaarung dieser Sequenz mit der 16S-rRNA ist in Abb. 64 dargestellt.  
 
halA aus Actinoplanes sp.: 1. Start  (nt -10) 5’-G-G-A-G-C-A-C-C-C-C-ATG-3’ 
 2. Start  (nt 3) 5’-G-G-A-G-A-A-C-G-C-A-C-C-G-ATG-3’ 
    | | | | 
16S-rRNA aus E. coli (SHINE & DALGARNO, 1974): 3’-C-C-U-C-C-A-5’ 
Abb. 64: Mögliche Basenpaarung der potentiellen Ribosomenbindestellen von halA für den ersten und 
den zweiten Startbereich mit der 16S-rRNA aus E. coli. 
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Im Vergleich zu halB ist die Bindungsstärke hier geringer; zwei von sechs Nucleotiden der 
Shine-Dalgarno-Sequenz sind nicht komplementär. Dennoch können vier Basenpaarungen 
für eine stabile Bindung an die rRNA ausreichen. STROHL (1992) fand bei der Analyse der 
Ribosomenbindestellen von 44 Streptomycetengenen, dass keine extensive Basenpaarung 
zwischen deren Shine-Dalgarno-Sequenzen und der 16S-rRNA notwendig ist, um die 
Translation zu initiieren, dass sich also auch Komplexe mit geringer Bindungsstärke bilden 
können. Bei einigen der von ihm untersuchten Gene sind sogar nur drei oder zwei Nucleotide 
der RBS zur 16S-rRNA-Sequenz komplementär. 
Im Fall von halA lässt sich anhand der Zahl der Basenpaarungen als Maß für die 
Bindungsstärke zwischen mRNA und rRNA keine Aussage treffen, welches der beiden 
potentiellen Startcodons (Abb. 61 A) das wahrscheinlich richtige ist, da beide mögliche 
Ribosomenbindestellen die gleiche Sequenz (GGAG) aufweisen. Die Entfernungen dieser 
Sequenzen zum jeweiligen Startcodon liegen mit 7 nt bzw. 10 nt beide in dem von STROHL 
(1992) angegebenen Bereich von 5-12 nt und sind somit ebenfalls kein Kriterium zur 
Enscheidung für den wahren Start von halA. 
Für weiterführende Arbeiten wurde als Translationsstart das Startcodon bei nt 16 (Abb. 61 A, 
2. Start) festgelegt, da im Sequenzalignment die Ähnlichkeit zu anderen Halogenasen erst 
ab diesem Startpunkt beginnt. Die erste ähnliche Aminosäure ist hier der vierte Aminosäure-
rest (Serin), d. h. die fünf Aminosäurereste, die in der DNA-Sequenz zwischen erstem und 
zweitem potentiellen Startcodon codiert sind, würden möglicherweise nur die Sequenz ver-
längern und nicht zur Funktion beitragen (Abb. 65). HalA hat damit eine Länge von 1746 bp. 
 
       * 
PltA  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSDHD.. .......YDV VIIGGGPAGS   18 
PltM  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~MNQYDV IIIGSGIAGA   16 
PrnC  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MTQKSPA NEHDSNHFDV IILGSGMSGT   27 
BhaA  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSVED.. .......FDV VVAGGGPGGS   18 
HalA  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~MENA PMSGSTGHGR RP..RPETDV VILGSGLAGS   27 
ApdC 31   GVIIPELLQE LKERKEELIA FLRQQAEDLN ...QAETYDV VICGGGLAGL   77 
HalB  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~MS SAPAAGIDPA VSHART.FDV AILGSGIAGS   31 
Cts4  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~MTDTTADQT RHGDRP.YDV VIIGSGLSGT   28 
Orf10  1   ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MSVED.. .......FDV VVAGGGPAGS   18 
Abb. 65: Alignment des Startbereichs von HalA mit dem bekannter Halogenasen: PltA und PltM 
(NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999), PrnC (HAMMER ET AL., 1997), BhaA (PELZER ET AL., 1999; 
PUK ET AL., 2002), ApdC (ROUHIAINEN, ET AL., 2000), Cts4 (DAIRI ET AL., 1995) und Orf10 (VAN 
WAGENINGEN ET AL., 1998). Die erste ähnliche Aminosäure (bei HalA: Serin) ist durch Stern 
gekennzeichnet. Rote Buchstaben entsprechen der in der DNA-Sequenz zwischen erstem 
und zweitem potentiellen Startcodon codierten Proteinsequenz. 
 
Dennoch kann das erste Startcodon (Abb. 61 A, bei nt 1) nicht mit Sicherheit als 
Translationsstart ausgeschlossen werden, da die „zusätzliche Aminosäuresequenz“ 
(MENAP) keine deutliche Verlängerung der Gesamtsequenz, sondern eine um nur fünf 
Aminosäurereste, bedeuten würde. Damit würde sowohl die Gesamtlänge des Proteins HalA 
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als auch die Sequenzlänge vom Start bis zum ersten konservierten Sequenzmotiv 
(GxGxxG), der Nucleotidbindestelle, immer noch im für PrnC-homologe Halogenasen 
üblichen Bereich liegen (Tab. 29). 
Um die jeweiligen Startcodons der Pyrrolnitrinbiosynthesegene zu lokalisieren, klonierten 
HAMMER ET AL. (1997) für jedes der vier Gene verschieden lange Konstrukte, die jeweils mit 
einem der potentiellen Startcodons inklusive der dazugeörigen RBS begannen. Durch 
Expression der Konstrukte in der entsprechenden Prn–-Mutante und Analyse auf 
Komplementation dieser wurde die kürzeste funktionale Sequenz ermittelt. Dieser Ansatz 
könnte eventuell auch genutzt werden, um den Translationstart für halA zu ermitteln. Dafür 
müsste jedoch erst ein geeignetes Expressionssystem sowie ein gut funktionierender 
Enzymtest für HalA entwickelt werden. Es müsste nach Expression der beiden möglichen 
Konstrukte geprüft werden, welche Variante von HalA halogenierende Aktivität aufweist. 
Wäre nur die längere HalA aktiv, würde das für den ersten potentiellen Startpunkt sprechen. 
Würden aber beide Varianten von HalA Aktivität zeigen, könnte nicht zwangsläufig 
geschlussfolgert werden, dass der zweite Startpunkt der Translationsstart ist. Der Längen-
unterschied der beiden HalA-Varianten beträgt nur fünf Aminosäurereste und es bleibt 
fraglich, ob ein Verlust von fünf Resten am N-Terminus wirklich einen Aktivitätsverlust zur 
Folge hätte. Bei HAMMER ET AL. (1997) sind zum einen die Unterschiede in der 
Sequenzlänge zwischen der minimalen funktionalen Sequenz und der nächst kürzeren 
wesentlich größer und zum anderen sind in diesen Sequenzabschnitten konservierte Motive 
(die Nucleotidbindestellen der PrnA und PrnC) enthalten, deren Verlust unweigerlich zum 
Aktivitätsverlust führen muss. 
 
4.2.2 GC-Gehalt und codon usage 
Der GC-Gehalt der neuen Halogenasegene halA und halB aus Actinoplanes sp. ATCC33002 
ist sehr hoch und kann mit den von WRIGHT & BIBB (1992) angegebenen Werten für 
Streptomycetengene verglichen werden, da sowohl die Gattung Actinoplanes (Familie: 
Micromonosporaceae) als auch die Gattung Streptomyces (Familie: Streptomycetaceae) zur 
Ordnung Actinomycetales (STACKEBRANDT ET AL., 1997) gehören. WRIGHT & BIBB (1992) 
bestimmten bei der Analyse von 64 Genen der Gattung Streptomyces einen durch-
schnittlichen GC-Gehalt von 74 %, wobei die Werte für die einzelnen Gene zwischen 61 % 
und 79,7 % schwankten. Die Werte für halA und halB liegen mit 69,4 % und 68,4 % (3.6.2) 
innerhalb dieses Bereichs. 
Bakteriengene besitzen eine für ihre Basenzusammensetzung charakteristische codon 
usage (BIBB ET AL., 1984). Da halA und halB einen hohen GC-Gehalt aufweisen, werden GC-
reiche Codons häufiger als AT-reiche verwendet (3.6.2, Tab. 16). Von 64 möglichen Codons 
werden für halA 15 und für halB sogar 23 Codons nicht genutzt. Weiterhin werden für halA 
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19 und halB 11 Codons selten, d. h. nur ein- bis dreimal, verwendet (Tab. 30). Rechnet man 
die nicht verwendeten und seltenen Codons zusammen, bleiben für beide Halogenasen 
jeweils nur 30 der 64 möglichen Codons übrig – es wird also nur etwa die Hälfte aller 
möglichen Codons regelmäßig gebraucht. Diese Feststellung ist konform mit der von WRIGHT 
(1990), dass Gene, die dazu neigen, Codons mit G oder C in der dritten Position zu 
bevorzugen, nur etwa die Hälfte der möglichen Codons enthalten werden. 
 
Tab. 30: Nicht verwendete und seltene Codons für halA und halB. Die korrespondierende Aminosäure 
ist in Klammern angegeben.  
 1Die Codons für Cystein werden hier zwar mit aufgeführt, sind aber bei der Betrachtung der 
nicht und selten verwendeten Codons auszuklammern, da Cystein in beiden Halogenasen 
nur selten vorkommt (in HalA viermal und in HalB fünfmal). 
halA halB 
nicht verwendete 
Codons seltene Codons nicht verwendete Codons seltene Codons 
GCT (Ala) 
AGA (Arg) 
AAT (Asn) 
ATA (Ile) 
CTA, CTT, TTA (Leu) 
AAA (Lys) 
TTT (Phe) 
CCT (Pro) 
TCT (Ser) 
ACA, ACT (Thr) 
TAA, TAG (Stop) 
GCA (Ala)  
AGG, CGA (Arg) 
GAT (Asp) 
TGT, TGC (Cys)1 
CAA (Gln) 
GGA, GGT (Gly) 
CAT (His) 
ATT (Ile) 
TTG (Leu) 
CCA (Pro) 
AGT, TCA (Ser) 
TAT (Tyr) 
GTA, GTT (Val) 
TGA (Stop) 
GCA, GCT (Ala) 
AGA, CGA, CGT (Arg) 
AAT (Asn) 
TGT (Cys) 
CAA (Gln) 
GAA (Glu) 
ATA (Ile) 
CTA, CTT, TTA, TTG (Leu) 
AAA (Lys) 
TTT (Phe) 
CCA, CCT (Pro) 
TCT (Ser) 
ACA (Thr) 
GTT (Val) 
TAA, TAG (Stop) 
AGG (Arg) 
GAT (Asp) 
GGA (Gly) 
CAT (His) 
ATT (Ile) 
AGT, TCA (Ser) 
ACT (Thr) 
TAT (Tyr) 
GTA (Val) 
TGA (Stop) 
 
Eine genauere Aussage zur Bevorzugung verschiedener Codons lässt sich anhand der 
synonymous codon usage (SCU) und des Nc-Werts treffen. Die SCU gibt an, zu welchem 
Anteil die jeweiligen Codons, die für eine bestimmte Aminosäure codieren, verwendet 
werden. Dies bietet im Vergleich zur Angabe der codon usage den Vorteil, dass die 
Codonbevorzugung von Genen miteinander verglichen werden kann. In Tab. 31 ist die SCU 
für halA und halB aufgeführt. Die SCU dieser beiden Gene ist sehr ähnlich. Es treten 
lediglich bei der Verwendung der Codons für Glutaminsäure, Cystein und Serin (bezüglich 
des AGC-Codons) geringe Abweichungen auf sowie leichte Verschiebungen beim Gebrauch 
der Codons NNC und NNG für die Aminosäuren Alanin, Leucin, Glycin und Valin, wobei aber 
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der Anteil NNC+NNG etwa gleich ist (Tab. 31). Die SCU der Gene halA und halB ist mit der 
von WRIGHT & BIBB (1992) für 63 Streptomycetengene angegebenen SCU vergleichbar.  
Der Nc-Wert ist die effektive Zahl der in einem Gen genutzten Codons. Er kann Werte 
zwischen 20, wenn für jede Aminosäure nur ein Codon genutzt wird, und 61, wenn alle für 
die 20 Aminosäuren codierenden Codons in gleichem Maße verwendet werden, annehmen 
(WRIGHT, 1990). Mit der bei WRIGHT (1990) angegebenen Gleichung ergeben sich für halA 
und halB Nc-Werte von 29,9 und 28,4. Diese berechneten Werte stimmen mit der obigen 
Feststellung, dass nur 30 Codons bevorzugt verwendet werden, gut überein.  
 
Tab. 31: Synonyme codon usage (SCU) für halA und halB. 
  SCUHalA SCUHalB    SCUHalA SCUHalB 
Phe 
 
Leu 
 
TTT 
TTC 
TTA 
TTG 
0,000 
1,000 
0,000 
0,019 
0,000 
1,000 
0,000 
0,000 
 Tyr 
 
Stop 
Stop 
TAT 
TAC 
TAA 
TAG 
0,071 
0,929 
0,000 
0,000 
0,056 
0,944 
0,000 
0,000 
Leu 
 
 
CTT 
CTC 
CTA 
CTG 
0,000 
0,212 
0,000 
0,769 
0,000 
0,133 
0,000 
0,867 
 His 
 
Gln 
CAT 
CAC 
CAA 
CAG 
0,050 
0,950 
0,059 
0,941 
0,045 
0,955 
0,000 
1,000 
Ile 
 
 
Met 
ATT 
ATC 
ATA 
ATG 
0,043 
0,957 
0,000 
1,000 
0,050 
0,950 
0,000 
1,000 
 Asn 
 
Lys 
AAT 
AAC 
AAA 
AAG 
0,000 
1,000 
0,000 
1,000 
0,000 
1,000 
0,000 
1,000 
Val 
 
 
 
GTT 
GTC 
GTA 
GTG 
0,024 
0,381 
0,024 
0,571 
0,000 
0,487 
0,051 
0,462 
 Asp 
 
Glu 
GAT 
GAC 
GAA 
GAG 
0,027 
0,973 
0,156 
0,844 
0,047 
0,953 
0,000 
1,000 
         
Ser 
 
 
 
TCT 
TCC 
TCA 
TCG 
0,000 
0,351 
0,027 
0,324 
0,000 
0,345 
0,069 
0,379 
 Cys 
 
Stop 
Trp 
TGT 
TGC 
TGA 
TGG 
0,250 
0,750 
1,000 
1,000 
0,000 
1,000 
1,000 
1,000 
Pro CCT 
CCC 
CCA 
CCG 
0,000 
0,270 
0,027 
0,703 
0,000 
0,233 
0,000 
0,767 
 Arg CGT 
CGC 
CGA 
CGG 
0,071 
0,411 
0,018 
0,482 
0,000 
0,477 
0,000 
0,500 
Thr ACT 
ACC 
ACA 
ACG 
0,000 
0,714 
0,000 
0,286 
0,034 
0,690 
0,000 
0,276 
 Ser 
 
Arg 
AGT 
AGC 
AGA 
AGG 
0,027 
0,270 
0,000 
0,018 
0,034 
0,172 
0,000 
0,023 
Ala GCT 
GCC 
GCA 
GCG 
0,000 
0,611 
0,019 
0,370 
0,000 
0,508 
0,000 
0,492 
 Gly GGT 
GGC 
GGA 
GGG 
0,071 
0,690 
0,047 
0,190 
0,105 
0,579 
0,053 
0,263 
 
Die Verteilung der Nucleotide innerhalb der Codonpositionen ist nicht zufällig und damit 
vohersagbar. Variationen im GC-Gehalt codierender Sequenzen führen zu einer Ver-
änderung der Basenzusammensetzung, wobei ein Austausch der Basen G oder C zu A oder 
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T (bzw. umgekehrt) in der dritten Codonposition am häufigsten und in der ersten 
Codonposition weniger auftritt, während die mittlere Codonposition nicht variabel ist (BIBB ET 
AL. 1984). Für GC-reiche Gene sollte also der GC-Gehalt in der ersten Codonposition relativ 
hoch, in der zweiten am niedrigsten und in der dritten besonders hoch sein. Das ist bei den 
Genen halA und halB auch der Fall. Diese weisen in der ersten Codonposition einen GC-
Gehalt von 66,5 bzw. 64,3 %, in der zweiten Position von 46,7 bzw. 43,9 % und in der dritten 
Position von 95,2 bzw. 96,8 % auf (3.6.2, Tab. 17). Der GC-Gehalt in der dritten 
Codonposition liegt für halA und halB im Bereich der bei WRIGHT & BIBB (1992) für 
Streptomycetengene angegebenen Werte. Aufgrund dieses hohen GC-Gehalts war es 
möglich, zur Identifikation der neuen potentiellen Halogenasegene die von BIBB ET AL. (1984) 
entwickelte Methode anzuwenden, die auf dem Zusammenhang zwischen dem GC-Gehalt 
einer codierenden Sequenz und der Basenverteilung in den drei Codonpositionen basiert 
und durch ISHIKAWA & HOTTA (1999) im Internet verfügbar gemacht wurde (3.6.1). 
 
4.3 Sequenzvergleiche 
4.3.1 Nucleotidsequenzen 
Die Nucleotidsequenzen der neuen Halogenasegene halA und halB wurden mit denen 
bekannter Halogenasegene verglichen (3.6.3). Beide Gene weisen hohe Homologien zur 
Gruppe der prnC-homologen Halogenasegene, welche für Phenyl- bzw. Pyrrol-Halogenasen 
codieren (ZEHNER ET AL. 2000; VAN PÉE & ZEHNER, 2003), auf. Die höchste Homologie tritt 
dabei zum Gen cts4 aus dem Chlortetracyclinproduzenten Streptomyces aureofaciens (DAIRI 
ET AL., 1995) auf. Sie ist mit 63,8 % für halA bzw. 64,8 % für halB noch größer als die 
zwischen halA und halB ermittelte (62,6 %). Zum Gen prnC des Pyrrolnitrinbiosynthese-
genclusters aus Pseudomonas fluorescens BL915 (HAMMER ET AL., 1997) sind die 
Homologien mit 57,8 % in beiden Fällen ebenfalls sehr hoch. Die Homologien zu anderen 
Halogenasegenen pltA und pltM (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999), bhaA (PELZER ET AL., 
1999), orf10 (VAN WAGENINGEN ET AL., 1998) sind deutlich geringer und zu apdC aus 
Anabaena 90 (ROUHIAINEN, ET AL., 2000) beträgt sie lediglich 33,5 % für halA und 34 % für 
halB (3.6.3, Tab. 18). 
 
4.3.2 Aminosäuresequenzen 
Von den Genen halA und halB wurden die Aminosäuresequenzen abgeleitet. HalA besteht 
aus 581 Aminosäuren und hat eine molare Masse von 65,5 kDa. Die Halogenase HalA ist 
damit etwas größer als HalB, die aus 562 Aminosäuren besteht und eine molare Masse von 
63,5 kDa aufweist (3.7.1). Die experimentell ermittelten molaren Massen beider 
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Halogenasen liegen bei 64-65 kDa (3.8.2, 3.9.2) und stimmen mit denen anhand der 
Aminosäuresequenz berechneten molaren Massen gut überein. 
Die Proteinsequenzen von HalA und HalB wurden mit denen bekannter FADH2-abhängiger 
Halogenasen verglichen (3.7.2). Dabei wurden sehr große Sequenzähnlichkeiten zu PrnC 
(HAMMER ET AL., 1997) und Cts4 (DAIRI ET AL., 1995) festgestellt, was damit übereinstimmt, 
dass schon beim Vergleich der Nucleotidsequenzen für deren Gene die höchsten 
Homologien gefunden wurden. Während HalA zu beiden eine etwa gleiche Ähnlichkeit 
aufweist (56,6 % zur PrnC bzw. 57,8 % zur Cts4), treten für HalB Unterschiede auf (54,8 % 
zur PrnC bzw. 61,2 % zur Cts4). HalB ist zur Halogenase Cts4 ähnlicher als zur HalA. Die 
Ähnlichkeit zwischen HalA und HalB beträgt 59 %. Dies wird auch in der graphischen 
Darstellung der Sequenzähnlichkeiten der bekannten Phenyl- bzw. Pyrrol-Halogenasen 
zueinander deutlich (Abb. 66). Die geringsten Übereinstimmungen der Proteinsequenzen der 
beiden neuen Halogenasen bestehen zur ApdC (ROUHIAINEN, ET AL., 2000). Hier liegen die 
Ähnlichkeiten bei nur 36 % für HalA und 31,8 % für HalB (3.7.2, Tab. 20). 
Zur PrnA (HAMMER ET AL., 1997), welche zur Gruppe der Indol-/Tryptophan-Halogenasen 
gehört (VAN PÉE & ZEHNER, 2003), weisen weder HalA noch HalB Homologien auf. 
 
 
Abb. 66: Graphische Darstellung der Sequenzähnlichkeiten bekannter Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen. 
Cts4 aus Streptomyces aureofaciens (DAIRI ET AL., 1995), HalA und HalB aus Actinoplanes 
sp., PrnC aus Pseudomonas fluorescens BL915 (HAMMER ET AL., 1997), PltM und PltA aus 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 (NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999), Orf10 aus Amycolatopsis 
orientalis (VAN WAGENINGEN ET AL., 1998), BhaA aus Amycolatopsis mediterranei (PELZER ET 
AL., 1999; PUK ET AL., 2002) und ApdC aus Anabaena 90 (ROUHIAINEN, ET AL., 2000). 
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4.3.3 Konservierte Bereiche in der Aminosäuresequenz 
Bei der Betrachtung des Alignments verschiedener Phenol-/Pyrrol-Halogenasen (3.7.2, 
Abb. 36) fallen drei in allen Sequenzen konservierte Bereiche auf: 
- am N-Terminus das Motiv „DVxxxGxGxxG“, das einer Nucleotidbindestelle zugeordnet wird 
(3.7.3.1) (WIERENGA ET AL., 1986; KLEIGER & EISENBERG, 2002; ROSSMANN ET AL., 1974), 
- das in der Mitte befindliche Motiv „WxWxIx7-13SxG“, das verkürzt als Tryptophanmotiv 
bekannt ist (3.7.3.2) (VAN PÉE & ZEHNER, 2003) und 
- ein bei Aminosäure 300 bis 350 gelegenes Motiv „AxxFxDXXXXXG“. 
Die ersten beiden Motive werden in den folgenden Abschnitten diskutiert. Dem dritten Motiv 
konnte bisher keine Funktion zugeordnet werden. Sowohl von diesem dritten Motiv als auch 
vom Tryptophanmotiv wurden die degenerierten Primer CHLST1+ (Konsensus: GWxWxIP) 
und CHLST1- (Konsensus: FI/VDPL/VFS) abgeleitet (ZEHNER ET AL., 2000), mit denen aus 
der Gesamt-DNA von Actinoplanes sp. ein 296 bp großes Fragment amplifiziert werden 
konnte, das sich als Sonde zum Screening der Cosmidgenbank eignete (3.4.2). 
 
4.3.3.1 Nucleotidbindestelle 
Verschiedene Sequenzmotive, die bei der Bindung von Nucleotidcofaktoren eine Rolle 
spielen können, sind bekannt. Dazu gehören:  
- das „GxGxxG-Motiv“ am N-Terminus (WIERENGA ET AL., 1986) bzw. V/IxGxGxxGxxxG/A 
(KLEIGER & EISENBERG, 2002), welches durch  
- ein „GG-Motiv“ (RxGGRxxS/T; VALLON, 2000), das sich sich kurz nach dem von 
WIERENGA ET AL. (1986) beschriebenen Fingerprint für ADP-bindende Proteine 
anschließt, erweitert sein kann,  
- ein „ATG-Motiv“ (oxhhhATG, wobei o für D, E, K, R, H, N, S, P oder A und h für I, V, L, F, 
Y oder A steht; VALLON, 2000) sowie  
- das von EGGINK ET AL. (1990) beschriebene C-terminale „GD-Motiv“ (TxxxxhφhhGD, 
wobei h kleine hydrophobe und φ aromatische hydrophobe Aminosäuren sind), an 
welches sich  
- eine „G-Helix“ (AhxxG mit h für hydrophobe Aminosäure; VALLON, 2000) anschließen 
kann. 
Die neuen Halogenasen HalA und HalB besitzen am N-Terminus das „GxGxxG-Motiv“. Bei 
beiden stimmt dieses vollständig mit dem von KLEIGER & EISENBERG (2002) beschriebenen 
Sequenzmotiv V/IxGxGxxGxxxG/A überein (3.7.3.1, Abb. 37). Die ersten beiden 
konservierten Glycinreste des Motivs gehören zum Loop zwischen erstem β-Faltblatt und 
erster α-Helix, wobei das erste Glycin diesen engen Loop strukturell ermöglicht und das 
zweite Glycin die dichte Annäherung des Nucleotid-Pyrophosphats erlaubt. Stabilisiert wird 
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die Nucleotidbindung sowohl durch die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung 
zwischen drittem und erstem Glycinrest als auch durch van der Waals-Wechselwirkungen 
zwischen Valin- bzw. Isoleucin- und drittem Glycin- sowie viertem Glycin- bzw. Alaninrest, 
d. h. zwischem erstem β-Faltblatt und erster α-Helix (Abb. 67; KLEIGER & EISENBERG, 2002).  
 
 
Abb. 67: Sekundärstruktur und Sequenzmotive einer Nucleotidbindestelle (KLEIGER & EISENBERG, 
2002). α-Helices sind durch Zylinder und β-Faltblätter durch Pfeile dargestellt. Die 
gestrichelte Linie entspricht einer Wasserstoffbrückenbindung und gepunktete Linien stehen 
für van der Waals-Wechselwirkungen. 
 
WIERENGA ET AL. (1986) fassen dieses koservierte Motiv etwas weiter. Sie geben einen 
Fingerprintbereich mit elf spezifischen Aminosäuren an, wobei basische, hydrophobe und 
saure Aminosäurreste mit berücksichtigt werden. Die konservierten hydrophoben Reste 
sollen die Nucleotidbindung durch Interaktionen zwischen den β-Faltblättern und α-Helices, 
der von ROSSMANN ET AL. (1974) vorgeschlagenen βαβ-Struktur für Nucleotidbindestellen, 
unterstützen. Eine Aminosäure mit saurer Seitenkette am Ende des Fingerprints kann mit 
den Hydroxyl-Gruppen der ADP-Ribose Wasserstoffbrückenbindungen eingehen (WIERENGA 
ET AL., 1986). Für die neuen Halogenasen HalA und HalB ist die Übereinstimmung mit 
diesem Fingerprint sehr hoch. Von den elf spezifischen Aminosäuren weicht lediglich die 
erste ab. Anstelle einer basischen oder hydrophilen Aminosäure befindet sich in beiden 
Fällen ein Asparaginsäurerest (3.7.3.1, Abb. 37). Dieses Ergebnis steht in Analogie zur 
Gluthathionreduktase, einem FAD-bindenden Enzym, das ebenfalls in der ersten Position 
des Fingerprints Asparaginsäure enthält (SCHULZ ET AL., 1982). Während die Glutathion-
reduktase trotz dieser Abweichung eine βαβ-Struktur aufweist (SCHULZ ET AL., 1982), 
besitzen andere Proteine mit ebenfalls guter Übereinstimmung des Fingerprints (neun von elf 
konservierten Aminosäuren) diese Struktur nicht (WIERENGA ET AL., 1986). Deshalb wurden 
für diesen Sequenzbereich von HalA bzw. HalB mit dem Programm PsiPred V2.3 (JONES, 
1999) die Sekundärstrukturen kalkuliert. Die Fingerprintbereiche beider Halogenasen weisen 
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die für Nucleotidbindestellen bekannte βαβ-Struktur (ROSSMANN ET AL., 1974) auf (3.7.3.1, 
Abb. 38). 
Ein sich an den Fingerfprint anschließendes „GG-Motiv“ (VALLON, 2000) ist in HalA und HalB 
nicht vorhanden. Bei der Sequenzanalyse von 394 nucleotidbindenden Proteinen findet 
VALLON (2000) dieses Motiv in 50 Sequenzen. Das „ATG-Motiv“, das in seiner Aminosäure-
abfolge relativ variabel ist und in vielen nucleotidbindenden Enzymen enthalten ist (VALLON, 
2000), ist in beiden neuen Halogenasen nicht zu finden. Auch das von EGGINK ET AL. (1990) 
beschriebene C-terminale „GD-Motiv“ mit anschließender „G-Helix“ (VALLON, 2000) kommt 
weder in HalA noch in HalB vor. Der Aspartatrest dieses Motivs trägt durch die Ausbildung 
von Wasserstoffbrücken zur 3’-OH-Gruppe der Ribitylseitenkette des FADs zur Bindung des 
Cofaktors bei (EGGINK ET AL., 1990; SCHULZ ET AL., 1982). Dennoch ist in vielen Fällen 
gerade dieses Aspartat nur wenig konserviert oder fehlt ganz – die Bindung der 
Ribitylseitenkette kann also auch auf anderen Wechselwirkungen beruhen (VALLON, 2000). 
Ob ein anderer in den Halogenasen konservierter Aspartat- oder möglicherweise 
Glutamatrest (3.7.2, Abb. 36) mit der Ribitylseitenkette interagiert, kann nur spekuliert 
werden. Oft werden Wasserstoffbrückenbindungen nicht direkt zwischen Protein und 
Cofaktor ausgebildet, sondern durch Wassermoleküle vermittelt (SCHULZ ET AL., 1982; 
BOTTOMS ET AL., 2002). 
 
4.3.3.2 Tryptophanmotiv 
Neben dem „GxGxxG-Motiv“ der Nucleotidbindestelle weisen alle bisher bekannten FADH2-
abhängigen Halogenasen ein weiteres stark konserviertes Sequenzmotiv, das 
Tryptophanmotiv „WxWxIP“, auf (VAN PÉE & ZEHNER, 2003). Auch HalA und HalB enthalten 
dieses Motiv (3.7.3.2, Abb. 39). Während dieses in HalA vollständig übereinstimmt, weicht 
HalB als einzige der bisher bekannten Halogenasen in der letzten Aminosäure ab – anstelle 
des Prolins befindet sich ein Glycinrest (3.7.2, Abb. 36). 
Für die Haloalkandehalogenase aus Xanthobacter autotrophicus GJ10, welche die 
Umsetzung von 1-Haloalkanen zu primären Alkoholen und Halogenidionen katalysiert, 
konnte nachgewiesen werden, dass zwei Tryptophanreste die Halogenatom/Halogen-
ionbindestelle im aktiven Zentrum formen. Das Halogenidion befindet sich dabei in der 
Ebene der Tryptophanringe und interagiert jeweils mit dem am Ringstickstoff gebundenen 
Wasserstoffatom (VERSCHUEREN ET AL., 1993). Ein Austausch der beiden Tryptophanreste 
führte zu einer schlechteren Halogenidbindung und reduzierten Enzymaktivität bis hin zum 
vollständigen Aktivitätsverlust (KENNES ET AL.,1995; KROOSHOF ET AL., 1998). Daher wurde 
vermutet, dass die beiden in allen Halogenasen konservierten Tryptophanreste ebenfalls an 
der Bindung des Chloridions beteiligt sein könnten (VAN PÉE & UNVERSUCHT, 2003). 
Strukturuntersuchungen der Halogenase PrnA aus der Pyrrolnitrinbiosynthese zeigten 
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jedoch, dass die Bindung des Chloridions über einen Threoninrest (T348, NαH) und einen 
Glycinrestrest (G349, NαH) erfolgt (DONG ET AL., 2005). Weitere Beispiele zeigen 
verschiedene Möglichkeiten der Halogenidbindung in Enzymen: In der Haloalkan-
dehalogenase aus Rhodococcus rhodochrous sind ein Tryptophanrest (NηH) sowie ein 
Argininrest (NδH) an der Chloridbindung beteiligt (NEWMAN ET AL., 1999), während in der 
Myeloperoxidase neutrophiler Granulozyten die Bindung des Chloridions durch 
Wechselwirkungen mit einem Tryptophan- (NαH) und einem Valinrest (NαH) stabilisiert wird 
(FIEDLER ET AL., 2000).  
Die Strukturuntersuchungen der Halogenase PrnA zeigten auch, dass die beiden 
konservierten Tryptophanreste W272 und W274 nahe des FAD-Bindungsmoduls liegen, 
jedoch von der Chloridbindestelle weit genug entfernt sind, so dass sie selbst durch das 
gebildete HOCl (Reaktionsmechanismus siehe Abb. 9 in Abschnitt 1.2.4) nicht chloriert 
werden können (DONG ET AL., 2005).  
Für die Halogenierungsreaktion spielen die Tryptophanreste dieses Motivs eine indirekte 
Rolle. DONG ET AL. (2005) stellten fest, dass einige der konservierten Aminosäurereste der 
FAD-Bindestelle der Halogenasen in Monooxygenasen ebenfalls konserviert sind und dass 
das FAD-Bindungsmodul von PrnA strukturelle Ähnlichkeit zur p-Hydroxybenzoathydrolase, 
einer Monooxygenase, besitzt. Es wird vermutet, dass die beiden Tryptophanreste den 
Isoalloxazinring des FADs abschirmen und damit eine Bindung des Substrats in dessen 
Nähe verhindern, da sonst eine Monooxygenasereaktion ermöglicht werden könnte (VAN PÉE 
& PATALLO, 2006).  
 
4.4 Überexpression von halA und halB in Escherichia coli 
Zur Expression der Halogenasegene in E. coli wurden die Vektoren pET12a und pJOE2702 
(2.7.4) verwendet, da diese verschiedene Möglichkeiten der Induktion gestatten. Als weiterer 
Expressionsvektor wurde pRSETb (2.7.4) eingesetzt, weil dieser die Fusion der Halogenase 
mit einem N-terminalen His6-tag ermöglicht, was bei einer eventuell nachfolgenden 
Proteinreinigung von Vorteil sein kann (3.8.1). 
Vier der hergestellten Expressionskonstrukte wurden auf Überexpression in dem Stamm 
E. coli BL21 (DE3) pLys geprüft (3.8.2). Dabei wurde in E. coli BL21 (DE3) pLys pJOEhalB 
keine Überexpression von halB festgestellt. Verschiedene Autoren vermuten einen 
Zusammenhang zwischen der codon usage eines Gens und dessen Expression, da stark 
exprimierte Gene eine extreme codon usage aufweisen, wobei Codons bevorzugt auftreten, 
die von häufig vorkommenden t-RNA-Spezies erkannt werden (WRIGHT & BIBB, 1992; 
WRIGHT, 1990). Eine unvorteilhafte codon usage kann außerdem die Translationsrate 
verringern (ROBINSON ET AL., 1984). Die codon usage von Actinoplanes-Genen unterscheidet 
Diskussion 
136 
sich stark von der von E. coli-Genen, was bereits anhand des sehr verschiedenen GC-
Gehalts der DNA beider Organismen deutlich wird. Aus diesen Beobachtungen kann 
geschlossen werden, dass es sehr schwierig ist, GC-reiche Gene aus Actinomyceten in 
E. coli überzuexprimieren, da diese relativ viele Codons enthalten, die in E. coli nur selten 
vorkommen. Dementgegen steht, dass halB in E. coli BL21 (DE3) pLys pEThalB schwach 
überexprimiert werden konnte und in den Stämmen E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalA 
bzw. E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalB sogar eine starke Überexpression beider neuen 
Halogenasegene erfolgte (3.8.2). Andere Arbeiten zeigen ebenfalls, dass eine effiziente 
Expression GC-reicher Gene in E. coli möglich ist (KHALAMEYZER & BORNSCHEUER, 1999; 
O’NEILL ET AL., 1986). KHALAMEYZER & BORNSCHEUER (1999) verwendeten zur Über-
expression einer Esterase aus Streptomyces diastatochromogenes ein von dem rhamnose-
induzierbaren Vektor pJOE2702 abgeleitetes Konstrukt, ähnlich dem in dieser Arbeit 
verwendeten Konstrukt pJOEhalB. Obwohl mit einer höheren Rhamnosekonzentration als 
bei KHALAMEYZER & BORNSCHEUER (1999) (1 % versus 0,2 %) induziert wurde, konnte keine 
Überexpression von halB beobachtet werden (3.8.2). Eine mögliche Ursache dieser 
unterschiedlichen Expressionsergebnisse könnte in der Verwendung verschiedener E. coli-
Stämme liegen, während KHALAMEYZER & BORNSCHEUER (1999) das EstA-Gen in E. coli 
JM109 exprimierten, wurde in dieser Arbeit der Stamm E. coli BL21 (DE3) pLys eingesetzt. 
KENEALY ET AL. (1987) stellten fest, dass die Expression eines Gens in Abhängigkeit vom 
E. coli-Wirtsstamm unterschiedlich hoch sein kann und die Proteine sowohl in löslicher Form 
als auch als Inclusionbodies vorliegen können. 
 
Die Halogenasegene halA und halB konnten in E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalA bzw. 
E. coli BL21 (DE3) pLys pRSEThalB zwar überexprimiert werden, jedoch lagen beide 
Proteine als Inclusionbodies vor (3.8.2, Abb. 41 und Abb. 42). Als mögliche Ursache der 
Bildung der Inclusionbodies wurden ein zu rasches Zellwachstum sowie eine zu starke 
Expressionrate angenommen. O’NEILL ET AL. (1986) vermuteten bei der Expression einer 
Exoglucanase aus Cellulomonas fimi in E. coli, dass das Enzym aufgrund der hohen 
Expressionsrate schnell in der Zelle akkumuliert wird und dessen hohe Konzentration 
anschließend zur Bildung von Inclusionbodies führt. Durch Herabsetzen der 
Züchtungstemperatur erhielten die Autoren zwar eine geringere Ausbeute des gewünschten 
Proteins, konnten aber dessen Aggregation verhindern. Die Variation der Induktor-
konzentration ist ebenfalls eine Möglichkeit, die Expressionsrate zu beeinflussen. KOPETZKI 
ET AL. (1989) erhielten bei der Expression einer α-Glucosidase nach Induktion mit einer sehr 
geringen IPTG-Konzentration deutlich mehr lösliches und damit aktives Enzym als unter 
Standardwachstums- und Induktionsbedingungen. Deshalb wurde für die Halogenase HalA 
untersucht, ob diese durch eine langsamere Wachstumsrate oder eine geringere Induktion in 
Diskussion 
137 
löslicher Form erhalten werden könnte. Eine Verringerung der Induktorkonzentration von 
2 mM auf 0,5 mM IPTG hatte keine Auswirkung auf die Expression – HalA war weiterhin in 
der unlöslichen Zellfraktion enthalten. Die Erniedrigung der Züchtungstemperatur von 30 °C 
auf 16 °C, um ein langsameres Zellwachstum und somit eine verlangsamte Expression zu 
erreichen, führte dazu, dass halA nicht mehr überexprimiert wurde (3.8.2).  
Weiterhin wurde untersucht, ob der Zellaufschluss Einfluss auf die Löslichkeit von HalA hat, 
da vorstellbar ist, dass ein Enzym in löslicher Form exprimiert wird und erst unter den 
jeweiligen Aufschlussbedingungen denaturiert. Ein solches Verhalten wurde für die 
Halogenase PrnC aus Pseudomonas fluorescens BL915 beschrieben: Während diese beim 
Zellaufschluss mittels Ultraschall stark aggregierte, konnte durch einen Lysozymaufschluss 
unter proteinstabilisierenden Bedingungen der Anteil an löslichem Enzym gesteigert werden 
(WAGE, 2004). Jedoch wurde HalA auch nach dem schonenderen Aufschluss der Zellen mit 
Lysozym nur als Inclusionbodies erhalten (3.8.2). 
Andere Möglichkeiten, die Bildung von Inclusionbodies zu verhindern, wie z. B. die 
Expression unter osmotischem Stress (BLACKWELL & HORGAN, 1991) oder die Coexpression 
von Chaperonen (YASUKAWA ET AL., 1995), wurden für HalA und HalB nicht getestet, da ab 
diesem Zeitpunkt Versuche zu Expression und Aktivitätsnachweis für HalA von Dipl.-Chem. 
E. Kling übernommen wurden und HalB in Pseudomonas bereits in löslicher Form erhalten 
werden konnte. 
 
4.5 Überexpression von halB in Pseudomonas  
Für die Expressionsversuche in Pseudomonas wurden nur die Konstrukte pCIBhalB und 
pCIBhalBhis verwendet. Mit beiden konnte halB in verschiedenen Pseudomonadenstämmen 
in löslicher Form überexprimiert werden (3.9.2). MCKAY ET AL. (1997) zeigten ebenfalls, dass 
Pseudomonas als Wirtsstamm gut geeignet ist, um Gene grampositiver Bakterien zu 
exprimieren, wenn sich E. coli als untauglich erwiesen hat. 
Als Expressionsvektor wurde das E. coli-Pseudomonas-Shuttleplasmid pPEH14 verwendet, 
das bereits zur Expression der Pyrrolnitrinbiosynthesegene in Pseudomonas fluorescens 
BL915 ΔORF1-4 erfolgreich eingesetzt wurde (KIRNER ET AL., 1998). In diesen Vektor wurde 
zum einen halB und zum anderen halBhis (halB N-terminal gekoppelt mit der aus dem 
E. coli-Expressionsplasmid pRSETb stammenden Sequenz für ein Fusionsprotein) kloniert 
(3.9.1). Da das in halBhis angefügte Fusionsprotein den His6-tag und den Xpress-Epitop 
enthält, könnten eine spätere Proteinreinigung sowie die Proteindetektion mit dem Anti-
Xpress-Antikörper vereinfacht ablaufen. Als Wirtsstämme dienten der Wildstamm Pseudo-
monas fluorescens BL915 sowie die Mutante Pseudomonas aureofaciens ACN. Während 
halB in Pseudomonas aureofaciens ACN überexprimiert wurde, konnte für halBhis eine 
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Überexpression in Pseudomonas fluorescens BL915 nachgewiesen werden. Dabei wurden 
im Rohextrakt Proteinbanden mit einer Größe von etwa 64 KDa detektiert, die in den 
Rohextrakten der Referezproben nicht enthalten waren (3.9.2, Abb. 45). Dieser Wert liegt im 
Bereich der anhand der Aminosäuresequenz berechneten Größen mit 63,5 kDa für HalB und 
67,7 kDa für HalBhis. Während HalB im SDS-PAGE-Gel nur auf Grund der molaren Masse 
identifiziert wurde, erfolgte der Nachweis für HalBhis mittels Westernblot und immuno-
logischer Detektion des im Fusionsprotein enthaltenen Xpress-Epitops (3.9.3, Abb. 46). 
 
4.6 Nachweis halogenierender Aktivität in den Roh-
extrakten mit HalB und HalBhis 
4.6.1 Eignung der zur Expression verwendeten Wirtsstämme 
Die Gene halB und halBhis wurden in den Stämmen Pseudomonas aureofaciens ACN bzw. 
Pseudomonas fluorescens BL915 überexprimiert (3.9.2). Bei diesen Stämmen handelt es 
sich um Pyrrolnitrinproduzenten, die selbst bereits über zwei Halogenasen (PrnA und PrnC) 
verfügen, so dass geklärt werden musste, ob deren halogenierende Aktivität den Enzymtest 
für HalB bzw. HalBhis stört. Dazu wurde neben den Enzymtests mit Rohextrakt aus den 
rekombinanten Stämmen immer der analoge Test mit dem Rohextrakt des entspechenden 
Wirtsstammes als Referenz durchgeführt (3.10). In den Enzymtests mit Rohextrakt des 
rekombinanten Stamms Pseudomonas aureofaciens ACN pCIBhalB konnte für verschiedene 
Substrate halogenierende Aktivität nachgewiesen werden (3.10.2). Die Rohextrakte der 
Wirtsstämme zeigten diese Aktivität nicht (3.10.1 und 3.10.2). Damit war bewiesen, dass 
eine eventuell auftretende Aktivität der beiden Halogenasen der Pyrrolnitrinbiosynthese in 
den Wirtsstämmen viel zu gering ist, um in den Enzymaktivitätstests für HalB und HalBhis 
ein falsch-positives Ergebnis vorzutäuschen. HÖLZER (2000) konnte im Rohextrakt des 
Wildstamms Pseudomonas fluorescens BL915 ebenfalls keine Aktivität von PrnA 
nachweisen, obwohl im Enzymtest deren natürliches Substrat verwendet wurde. 
 
4.6.2 Potentielle Substrate für HalB 
Zu Beginn der Arbeit lagen nur wenige Untersuchungen zur Pentachlorpseudilinbiosynthese 
vor (PESCHKE, 1997), so dass das natürliche Substrat der Halogenase HalB nicht bekannt 
war. Damit stellte sich die Frage, welches Substrat in den Enzymaktivitätstests mit HalB bzw. 
HalBhis zu verwenden wäre.  
Actinoplanes sp. ATCC 33002 produziert neben Pentachlorpseudilin ein chloriertes Phenol-
derivat, die Substanz A 15104 Z (1.4, Abb. 12), von der CAVALLERI ET AL. (1978) vermuteten, 
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dass es sich um eine Vorstufe der Pentachlorpseudilinbiosynthese handelt. Somit könnten 
verschiedene Phenolderivate als Substrat eingesetzt werden. 
Für die Biosynthese der bromanalogen Verbindung, dem Pentabrompseudilin, in 
Alteromonas luteoviolaceus wurde postuliert, dass die Verknüpfung von Phenol- und 
Pyrrolring erst nach deren Bromierung erfolgt (1.4, Abb. 13; PESCHKE, 1997). Es wurde 
vermutet, dass die Pentachlorpseudilinbiosynthese in Actinoplanes sp. ähnlich der 
Pentabrompseudilinbiosynthese in A. luteoviolaceus ablaufen könnte, so dass auch 
Pyrrolderivate als Substrat in Betracht zu ziehen sind. Jedoch zeigten Untersuchungen zu 
möglichen Analogien zwischen beiden Biosynthesen, dass diese wahrscheinlich 
unterschiedlich ablaufen (PESCHKE, 1997). 
Phenylpyrrolderivate sollten ebenfalls als Substrate im Enzymtest verwendet werden. 
Von MANN (2005) wurde das Pentachlorpseudilinbiosynthesegencluster sequenziert und ein 
Biosyntheseweg postuliert (4.1, Abb. 58 bis Abb. 60). Die Reihenfolge der Chlorierungs-
schritte konnte aber nicht aufgeklärt werden. Es wird vermutet, dass die Chlorierungen erst 
am Ende der Biosynthese, nach dem Aufbau der Pseudilinstruktur erfolgen. Dieser 
Biosyntheseweg schließt auch aus, dass die von CAVALLERI ET AL. (1978) in Actinoplanes sp. 
gefundene Substanz A 15104 Z ein Vorläufer von Pentachlorpseudilin ist, da der Phenolring 
ausgehend von Pyrrolyl-2-caroxyl-S-ACP durch Polyketidsynthasen aufgebaut wird (4.1, 
Abb. 59). Damit war vor allem der Test von Phenylpyrrolen als Sustrate für HalB sinnvoll.  
 
4.6.3 Etablierung der Analysenmethode zum Nachweis der 
chlorierten Produkte 
HalB besitzt eine sehr hohe Sequenzähnlichkeit zur Halogenase PrnC der Pyrrolnitrin-
biosynthese, deren natürliches Substrat Monodechloraminopyrrolnitrin (MCAP) ist. Deshalb 
wurde dieses Phenylpyrrol in ersten Enzymtests mit Rohextrakten aus Pseudomonas 
aureofaciens pCIBhalB bzw. Pseudomonas fluorescens pCIBhalBhis eingesetzt (3.10.1). Die 
aus den Enzymtests extrahierten Metabolite wurden mittels HPLC-UV getrennt und 
detektiert. Mit dieser Methode konnte in keinem der Rohextrakte der rekombinanten Stämme 
chlorierende Enzymaktivität für MCAP nachgewiesen werden (3.10.1). Das Ergebnis lies 
folgende Schlussfolgerung zu: Entweder wurde MCAP von HalB und HalBhis überhaupt 
nicht chloriert oder eine Chlorierung fand nur in geringem Maße statt, so dass die 
Empfindlichkeit der angewandten Detektionsmethode zu niedrig war.  
Der Enzymaktivitätstest mit MCAP als Substrat und Rohextrakt aus P. aureofaciens 
pCIBhalB wurde wiederholt und die extrahierten Metabolite mittels GC-MS getrennt und 
analysiert (3.10.2.6). Es zeigte sich, dass MCAP von HalB in geringem Maße chloriert wird. 
Auf einen Enzymtest mit Rohextrakt aus P. fluorescens pCIBhalBhis wurde verzichtet, da 
dieser keine chlorierende Aktivität aufwies, wenn 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol 
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(DBM-PP) als Substrat eingesetzt wurde (3.10.2.1). Dieses Ergebnis wird in Abschnitt 
4.6.4.1 diskutiert. 
Die Etablierung einer empfindlichen Nachweismethode zur Trennung und Identifikation der 
aus den Enzymaktivitätstests extrahierten Metabolite war eine Voraussetzung für ein 
anschließendes „Substratscreening“.  
 
4.6.4 Substratscreening 
Für die Reinigung von HalB ist es notwendig, einen gut funktionierenden Enzymaktivitätstest 
zu entwickeln. Dafür muss vor allem ein geeignetes Substrat gefunden werden. In einem 
„Substratscreening“ wurden Phenylpyrrolderivate sowie ein Phenylfuran untersucht. Als 
Substrate dienten:  2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (DBM-PP) (3.10.2.1),  
 Monodechloraminopyrrolnitrin (MCAP) (3.10.2.6),  
 2-(3,5-Dichlor-2-methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP) (3.10.2.2),  
 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP) (3.10.2.3),  
 2-(3,5-Dibromphenyl)pyrrol (DB-PP) (3.10.2.4),  
 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP) (3.10.2.5) und  
 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)furan (DBM-PF) (3.10.2.7). 
 
In Enzymaktivitätstests mit diesen Substraten konnte gezeigt werden, dass der Rohextrakt 
mit HalB chlorierende Aktivität besitzt. Die Ergebnisse der Enzymtests werden in den 
folgenden Abschnitten 4.6.4.1 bis 4.6.4.6 diskutiert. 
Damit wurde bewiesen, das es sich bei HalB wirklich um eine FADH2-abhängige Halogenase 
handelt. Bisher wurden viele Gene FADH2-abhängiger Halogenasen detektiert (CHIU ET AL., 
2001; DAIRI ET AL., 1995; EUSTÁQUIO ET AL., 2003; HAMMER ET AL., 1997; NIERMAN ET AL., 
2001; NOWAK-THOMPSON ET AL., 1999; PELZER ET AL., 1999; ROUHIAINEN, ET AL., 2000; 
SÁNCHEZ ET AL., 2002; SCHNERR, 1999; VAN WAGENINGEN ET AL., 1998; WEITNAUER ET AL., 
2001; YU ET AL., 2002; ZEHNER, 2005), jedoch wurde nur für sechs Halogenasen die Aktivität 
auch in vitro nachgewiesen: PrnA (KELLER ET AL., 2000) und PrnC (WAGE, 2004), Thal 
(SEIBOLD, PERS. MITTEILUNG, 2002), PyrH (ZEHNER ET AL., 2005), PltA (DORRESTEIN ET AL., 
2005) und RebH (YEH ET AL., 2005). 
 
4.6.4.1 Enzymaktivitätstests mit DBM-PP 
DBM-PP wurde in Enzymaktivitätstests mit Rohextrakten aus den Expressionsstämmen 
P. aureofaciens pCIBhalB und P. fluorescens pCIBhalBhis eingesetzt. Im Enzymtest mit dem 
HalB enthaltenden Rohextrakt konnte das entsprechende einfach chlorierte Produkt 
nachgewiesen werden (3.10.2.1). Allerdings war dieses in so geringer Stoffmenge enthalten, 
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dass im TIC-Chromatogramm ein neuer Produktpeak nicht ersichtlich war und Chlor-
DBM-PP erst mittels der Extracted-Ion-Methode detektiert werden konnte. Mit Hilfe der 
hochauflösenden MS wurde das Ergebnis eindeutig bestätigt (3.10.2.1, Abb. 50). Die Bildung 
des chlorierten Produkts durch nichtenzymatische Reaktion konnte ausgeschlossen werden. 
Im Referenztest (Enzymaktivitätstest mit Rohextrakt aus dem Wirtsstamm P. aureofaciens 
ACN) konnte kein Chlor-DBM-PP nachgewiesen werden (3.10.2.1). 
Für den Rohextrakt mit HalBhis wurde keine Aktivität gefunden (3.10.2.1). Vermutlich 
verursacht das N-terminale Fusionsprotein eine Veränderung in der Enzymstruktur, welche 
zum Aktivitätsverlust führt. Deshalb wurden alle nachfolgenden Enzymtests nur mit den 
Rohextrakten aus P. aureofaciens pCIBhalB und P. aureofaciens ACN durchgeführt.  
 
4.6.4.2 Enzymaktivitätstests mit MCAP 
Im Enzymaktivitätstest mit Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB und MCAP als Substrat 
wurde halogenierende Aktivität nachgewiesen. Das chlorierte Produkt (Aminopyrrolnitrin) 
konnte extrahiert und nach gaschromatographischer Trennung im Extracted-Ion-
Chromatogramm detektiert werden (3.10.2.6).  
Vermutlich chloriert HalB das Substrat MCAP nur in geringem Maße, weil die Position des 
Stickstoffatoms im Pyrrolring für die regioselektive Halogenierung wichtig sein könnte. Im 
MCAP ist der Phenolring an der 3-Position des Pyrrols gebunden, während Pentachlor-
pseudilin eine Verknüpfung der beiden Ringsysteme an der 2-Position des Pyrrols aufweist.  
 
4.6.4.3 Enzymaktivitätstests mit DCM-PP 
Der Rohextrakt mit HalB wies bezüglich des Substrats DCM-PP im Enzymaktivitätstest 
ebenfalls eine geringe halogenierende Aktivität auf (3.10.2.2). Im Extracted-Ion-
Chromatogramm wurde das chlorierte Produkt detektiert (3.10.2.2, Abb. 51).  
Im DCM-PP befindet sich das Stickstoffatom des Pyrrolrings an der gleichen Position wie im 
Pentachlorpseudilin, jedoch enthält DCM-PP am Phenolring relativ große Substituenten. Die 
geringe Umsetzung könnte möglicherweise auf eine sterische Hinderung zurückzuführen 
sein. 
 
4.6.4.4 Enzymaktivitätstests mit BM-PP und DB-PP 
In den Enzymaktivitätstests mit BM-PP und DB-PP als Substrat konnte die chlorierende 
Aktivität des Rohextrakts mit HalB nachgewiesen werden (3.10.2.3 und 3.10.2.4). In beiden 
Fällen war die halogenierende Aktivität so hoch, dass die Peaks der chlorierten Produkte im 
TIC-Chromatogramm detektiert werden konnten (3.10.2.3, Abb. 52 und 3.10.2.4, Abb. 53). 
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Bei einer Enzymreinigung könnte im Enzymaktivitätstest mit HalB das Substrat BM-PP oder 
DB-PP verwendet werden, da dieses von den in dieser Arbeit getesteten Substanzen am 
besten umgesetzt wurde. 
 
4.6.4.5 Enzymaktivitätstests mit M-PP 
Der Rohextrakt mit HalB wies bezüglich des Substrats M-PP im Enzymaktivitätstest eine 
geringe halogenierende Aktivität auf (3.10.2.5).  
Im Gegensatz zu den Enzymaktivitätstests mit allen anderen Substraten tritt im Enzymtest 
mit M-PP eine Besonderheit auf: Im Extracted-Ion-Chromatogramm wurden zwei Produkt-
peaks mit unterschiedlicher Retentionszeit detektiert, welche beide als Chlor-2-(2-
methoxyphenyl)pyrrol identifiziert wurden (3.10.2.5, Abb. 54). Die beiden chlorierten 
Produkte weisen ein unterschiedliches Fragmentierungsmuster auf, wobei zum einen die Cl-
Abspaltung und zum anderen die HCN-Abspaltung bevorzugt auftreten. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass HalB dieses Substrat an zwei verschiedenen Positionen 
chloriert hat. 
 
4.6.4.6 Enzymaktivitätstests DBM-PF 
Zur Untersuchung, ob das Stickstoffatom des Pyrrolrings der verwendeten Substrate für 
deren Umsetzung durch HalB essentiell ist, wurde als Substrat DBM-PF im Enzymtest 
eingesetzt (3.10.2.7). Ein chloriertes Produkt konnte in allen durchgeführten Enzymtests 
detektiert werden – in den Enzymtests mit Rohextrakt aus P. aureofaciens pCIBhalB, den 
Referenzenzymtests mit Rohextrakt aus P. aureofaciens ACN sowie dem Blindtest ohne 
Rohextrakt (3.10.2.7, Abb. 56). Damit stand fest, dass Chlor-DBM-PF durch eine 
nichtenzymatische Nebenreaktion gebildet wurde. Aufgrund dieses Ergebnisses lässt sich 
keine eindeutige Aussage treffen, ob DMB-PF auch in geringem Maße enzymatisch von 
HalB chloriert wird.  
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5 Zusammenfassung 
In der Natur wird eine Vielzahl halogenierter Verbindungen von verschiedensten Organismen 
synthetisiert. Die in Bakterien gefundenen Halometabolite besitzen oft eine sehr komplexe 
Struktur. Für deren Biosynthese sind Enzyme, die substratspezifisch und regioselektiv 
halogenieren können, wie z. B. die FADH2-abhängigen Halogenasen, notwendig. 
Actinoplanes sp. ATCC 33002 produziert ein fünffach chloriertes Phenylpyrrolderivat, das 
Pentachlorpseudilin, für dessen Biosynthese die Beteiligung einer solchen FADH2-
abhängigen Halogenase vermutet wird. Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb, in 
Actinoplanes sp. nach Genen FADH2-abhängiger Halogenasen zu suchen und diese 
heterolog zu überexprimieren.  
Dazu wurden Hybridisierungsexperimente mit prnC (Halogenasegen aus Pseudomonas 
fluorescens) als Sonde durchgeführt, wobei in Actinoplanes sp. ATCC 33002 prnC-homologe 
Sequenzen detektiert werden konnten. Aus den hybridisierenden Fragmenten der Gesamt-
DNA wurde für die Anlage einer angereicherten Genbank in Escherichia coli ein etwa 3,7 kb 
großes SacI-Fragment ausgewählt. Die Untersuchung der positiven Klone aus der 
angereicherten Genbank (E. coli pIWa3700 und E. coli pIWa3700r) ergab, dass auf dem 
etwa 3,7 kb SacI-Fragment zwei potentielle Gene FADH2-abhängiger Halogenasen (halA 
und halB) enthalten waren, wobei halB vollständig enthalten war, während von halA etwa 
250 bp vom Anfang fehlten. Deshalb wurde eine Cosmidgenbank in Escherichia coli 
angelegt und in dieser mit Hilfe einer aus dem Plasmid pIWa3700r PCR-amplifizierten Sonde 
nach Cosmiden, die den von halA fehlenden Sequenzbereich enthielten, gesucht. Die 
anschließende Subklonierung eines etwa 3 kb großen BamHI-Fragments aus dem in der 
Cosmidgenbank detektierten Cosmids pIWcos10 führte zu dem Plasmid pIW3000Bcos10, 
das halA vollständig enthielt. Ausgehend von den beiden Plasmiden pIWa3700 und 
pIW3000Bcos10 konnte eine vollständige Sequenzierung von halA und halB erfolgten. 
Der Vergleich der Nucleotidsequenzen mit Datenbanken ergab hohe Homologien beider 
Gene zu Genen bereits bekannter FADH2-abhängiger Halogenasen. Die für HalA und HalB 
abgeleiteten Aminosäuresequenzen wiesen die größten Ähnlichkeiten zur Chlortetracyclin-
halogenase (Cts4) aus Streptomyces aureofaciens und zur Halogenase PrnC aus 
Pseudomonas fluorescens BL915 auf, welche im Bereich von 55 % bis 61 % lagen. HalA 
und HalB enthalten die in bekannten FADH2-abhängigen Halogenasen konservierten 
Sequenzmotive: die FADH2-Bindestelle und das Tryptophanmotiv. 
Für die anschließende heterologe Überexpression der beiden neuen potentiellen 
Halogenasegene wurden verschiedene Expressionskonstrukte hergestellt. Dabei wurden 
Escherichia coli-Vektoren, die eine Expression von halA bzw. halB unter Kontrolle 
verschiedener Promotoren und die Expression der Halogenasegene mit N-terminalem 
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Polyhistidinrest erlauben, sowie das Escherichia coli-Pseudomonas-Shuttleplasmid pPEH14 
verwendet. 
Während die Überexpression von halA und halB in Escherichia coli nur als Inclusionbodies 
gelang, konnte halB in zwei Pseudomonadenstämmen in löslicher Form überexprimiert 
werden. In P. aureofaciens pCIBhalB wurde halB und in P. fluorescens pCIBhalBhis halBhis 
(halB N-terminal gekoppelt mit der aus dem E. coli-Expressionsplasmid pRSETb 
stammenden Sequenz für ein Fusionsprotein) überexprimiert. 
In anschließenden Enzymaktivitätstests sollte im Rohextrakt dieser Expressionsstämme 
halogenierende Aktivität nachgewiesen werden. Da das natürliche Substrat für HalB nicht 
bekannt war, wurden zum Nachweis der halogenierenden Aktivität verschiedene Phenyl-
pyrrolderivate als potentielle Substrate eingesetzt. Weiterhin war es notwendig, für die 
Analyse der aus den Enzymaktivitätstests extrahierten Metabolite eine sensitivere 
Nachweismethode zu finden, da mit der Kombination aus HPLC-Trennung und UV-Detektion 
weder im Rohextrakt mit HalB noch im Rohextrakt mit HalBhis chlorierende Enzymaktivität 
nachgewiesen werden konnte. Die GC-MS-Analyse stellte sich dabei als geignete Methode 
heraus. 
Die Enzymaktivitätstests mit 2-(3,5-Dibrom-2-methoxyphenyl)pyrrol (DBM-PP) als Substrat 
zeigten, dass nur der Rohextrakt mit HalB chlorierende Aktivität besitzt, während im Test mit 
Rohextrakt mit HalBhis kein chloriertes Produkt gefunden wurde. Deshalb wurden die 
Enzymaktivitätstests mit allen weiteren Substraten nur mit Rohextrakt aus P. aureofaciens 
pCIBhalB durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass der Rohextrakt mit HalB auch 
gegenüber den Substraten Modechloraminopyrrolnitrin (MCAP), 2-(3,5-Dichlor-2-
methoxyphenyl)pyrrol (DCM-PP), 2-(3-Brom-2-methoxyphenyl)pyrrol (BM-PP), 2-(3,5-
Dibromphenyl)pyrrol (DB-PP) und 2-(2-Methoxyphenyl)pyrrol (M-PP) chlorierende Aktivität 
aufweist, wobei BM-PP und DB-PP am besten umgesetzt wurden. 
Für HalB konnte in vitro chlorierende Aktivität nachgewiesen werden. HalB gehört somit zur 
Gruppe der FADH2-abhängigen Halogenasen. 
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7 Anhang 
7.1 Nucleotid- und Aminosäuresequenzen für HalA und 
HalB 
Nachfolgend ist die Nucleotidsequenz aus Actinoplanes sp. ATCC 33002, die die potentiellen 
Halogenasegene halA und halB enthält, aufgeführt (GenBank accession number: 
AF450451). Die Gene halA und halB sind fettgedruckt, die Schnittstellen der 
Restriktionsendonucleasen BamHI, EcoRI, PstI SacI, SalI sowie SmaI sind unterstrichen und 
die möglichen Ribosomenbindestellen (SHINE & DALGARNO, 1974) eingerahmt. 
Sequenzdaten, die aus dem Plasmid pIW3000Bcos10 stammen, sind mit Kleinbuchstaben 
und Daten aus dem Plasmid pIWa3700 mit Großbuchstaben angegeben. Die 
Aminosäuresequenzen für HalA und HalB befinden sich unter der dafür codierenden DNA-
Sequenz. 
 
                                        -25 gtcgaaccaacgaacggagcacccc 
 
                  .         .         .         .         .         . 
       1 atggagaacgcaccgatgtcaggcagcaccggccacggccgccggccgaggccggagacc 60 
         M  E  N  A  P  M  S  G  S  T  G  H  G  R  R  P  R  P  E  T   
 
                  .         .         .         .         .         . 
      61 gacgtggtcatcctcggttccggcctggccggttccacgctcgccgcctgcctggcccgc 120 
         D  V  V  I  L  G  S  G  L  A  G  S  T  L  A  A  C  L  A  R   
 
                SmaI        .         .         .         .         SalI 
     121 aacggcgcccgggtcctcatcgtggacgcggccagccatccccgcttcgccatcggcgag 180 
         N  G  A  R  V  L  I  V  D  A  A  S  H  P  R  F  A  I  G  E   
 
                  .         .         .         .         .         . 
     181 tcgaccatcccctacacctcgatgctgatgcgggtggtcgccgagcgctacaacgtgccg 240 
         S  T  I  P  Y  T  S  M  L  M  R  V  V  A  E  R  Y  N  V  P   
 
         SacI     .         .         .         .         .         . 
     241 GAGCTCAAGTATCTGGGCACGTTCGAGAAGGTCCAGTCGCAGATCGGGCCCTCCTCCGGC 300 
         E  L  K  Y  L  G  T  F  E  K  V  Q  S  Q  I  G  P  S  S  G   
 
                  .         .         .         .         .         . 
     301 ATCAAGCGCAGCTTCGGCTTCCTGTACCACCGGGAGGGCGAGCGGCAGAACCCCGCCGAG 360 
         I  K  R  S  F  G  F  L  Y  H  R  E  G  E  R  Q  N  P  A  E   
 
               EcoRI        .         .         .         .         . 
     361 TGCCACGAATTCCCGATTCCCAAGATCACCCACACCGAGACGCACTTCTTCCGGCAGGAC 420 
         C  H  E  F  P  I  P  K  I  T  H  T  E  T  H  F  F  R  Q  D    
 
                  .         .         .         .         .        SmaI 
     421 ATCGACTCCTGGATGCTGGCGGTGGCCGCCGGATACGGCGCCAAGGTGGTGCAGCACGCC 480 
         I  D  S  W  M  L  A  V  A  A  G  Y  G  A  K  V  V  Q  H  A    
 
                  .  SalI   .         .         .         .         . 
     481 CGGGTGGACGACGTCGACATCGACGACGACGGCGTGACCGTGAAGGCCGCCGACGGCCGG 540 
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         R  V  D  D  V  D  I  D  D  D  G  V  T  V  K  A  A  D  G  R    
                  .         .         .         .         .         . 
     541 CAGTTCCGTGCCCGGTACGTCGTGGACGCCTCCGGGTTCCGGTCGCCGCTGGCCCGCAAG 600 
         Q  F  R  A  R  Y  V  V  D  A  S  G  F  R  S  P  L  A  R  K    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     601 TTCGGGGTACGCCAGGAACCCACCCGGCTGCGGCACCACTCCCGGTCGCTGTTCACCCAC 660 
         F  G  V  R  Q  E  P  T  R  L  R  H  H  S  R  S  L  F  T  H    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     661 ATGATCGATGTGGCCCCGTACGAGGACACGGTTCTGCCCCGCGGGGTGCACGGCAACCCG 720 
         M  I  D  V  A  P  Y  E  D  T  V  L  P  R  G  V  H  G  N  P    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     721 ACCAAGTGGAGTCAGGGGACGCTGCACCACCTGTTCAAGGGCGGCTGGATCTGGGTCATC 780 
         T  K  W  S  Q  G  T  L  H  H  L  F  K  G  G  W  I  W  V  I    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     781 CCGTTCAACAACCACGCCCGCTCGACCAACCCGCTGATCAGCGTCGGGCTCAACGTGGAC 840 
         P  F  N  N  H  A  R  S  T  N  P  L  I  S  V  G  L  N  V  D    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     841 CCGCGGGTGCACCCGCAGGCCGACTGTTCCCCGGAGGAGGAGTTCAACCGTTTCATCAGC 900 
         P  R  V  H  P  Q  A  D  C  S  P  E  E  E  F  N  R  F  I  S    
 
                  .         .         .         .         .         . 
     901 CGCTTCCCCGACGTCCGCAAGCAGTTCGCGCGGGCCCGCCCGGTCCGGGACTGGGTGCGT 960 
         R  F  P  D  V  R  K  Q  F  A  R  A  R  P  V  R  D  W  V  R    
 
                  .PstI     .         .         .         .         . 
     961 ACCGGACGACTGCAGTACTCGTCGAGCCGCACCATCGGCTACCGCTGGTGCCTCACCTCG 1020 
         T  G  R  L  Q  Y  S  S  S  R  T  I  G  Y  R  W  C  L  T  S    
 
                  .     SalI.         . SmaI    .         .         . 
    1021 CACGCGGCGGGCTTCGTCGACGCGCTGTTCTCCCGGGGCCTGTCGAACTCCCTGGAGATC 1080 
         H  A  A  G  F  V  D  A  L  F  S  R  G  L  S  N  S  L  E  I    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1081 GTGAACGCGCTGGGCTGGCGGCTGCTGGAGGCGCTGCGCGACGACGACTTCGCCGAGGAG 1140 
         V  N  A  L  G  W  R  L  L  E  A  L  R  D  D  D  F  A  E  E    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1141 CGGTTCGCCTACGTGCAGAAGCTGGAGCAGGGCCTGCTCGACTTCAACGACAACCTGGTG 1200 
         R  F  A  Y  V  Q  K  L  E  Q  G  L  L  D  F  N  D  N  L  V    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1201 GCCAACGCGTACGAGTCGTTCGGCACGTACGAGCTGTGGGACGGCTGGTTCCGGGTCTGG 1260 
         A  N  A  Y  E  S  F  G  T  Y  E  L  W  D  G  W  F  R  V  W    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1261 TCGCTCGGCCAGATCCTGGCCACCTTCGAAATCAACCGGGCGTACGCGAAGTTCCTGGAC 1320 
         S  L  G  Q  I  L  A  T  F  E  I  N  R  A  Y  A  K  F  L  D    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1321 AGCCACGACAGCAAGCACCTGGCGCCGCTGGAACGCATCGCCCCGCACGGGTCCATCCCG 1380 
         S  H  D  S  K  H  L  A  P  L  E  R  I  A  P  H  G  S  I  P    
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                  .         .         .         .         .         . 
    1381 GACTACCCGCCGGCCCGCCAACTGCTGGCGGCGGTCAGCGACGAGGTGCGCGCGGTCTCC 1440 
         D  Y  P  P  A  R  Q  L  L  A  A  V  S  D  E  V  R  A  V  S    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1441 GCCGGCGGCCAGACCGGCGAGGACGCGGCCCGGCGGGTCATGCGGCTGCTGCGCGCCAGC 1500 
         A  G  G  Q  T  G  E  D  A  A  R  R  V  M  R  L  L  R  A  S    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1501 GACTTCGTGCCGCCCGCGTTCGGGCTGACCGACCCGGACAACCGCTGGTTCAACGCGACG 1560 
         D  F  V  P  P  A  F  G  L  T  D  P  D  N  R  W  F  N  A  T    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1561 TTGCCAAAGGTCCTCAAGACCCTGCGCTGGGCCCGGACCGACGCGCCGCCGGAGATCGGC 1620 
         L  P  K  V  L  K  T  L  R  W  A  R  T  D  A  P  P  E  I  G    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1621 CGCCTGGTGACCGAGGGCCTGACGCTGTTCATGCGCAAGCGGCTCTCCCCGGACGAGTTC 1680 
         R  L  V  T  E  G  L  T  L  F  M  R  K  R  L  S  P  D  E  F    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1681 GACCTCGCAGAGGAGATGAAGCACGTGGCCGCGGACTGGCCGCTGATCGGTCGGCCGCTG 1740 
         D  L  A  E  E  M  K  H  V  A  A  D  W  P  L  I  G  R  P  L    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1741 CGTGTGCCGGAACCCCAGTGAACCCCGACCGGACCCCGCCCAACGACCATCGGAGGCAGT 1800 
         R  V  P  E  P  Q  * 
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1801 CATGAGTTCAGCGCCCGCGGCCGGCATCGACCCCGCCGTGTCGCACGCCCGCACGTTCGA 1860 
          M  S  S  A  P  A  A  G  I  D  P  A  V  S  H  A  R  T  F  D    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1861 CGTCGCCATTCTCGGCTCCGGCATCGCCGGCTCGATGCTGGGCGCGATCCTCGCCCGCAA 1920 
          V  A  I  L  G  S  G  I  A  G  S  M  L  G  A  I  L  A  R  N    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1921 CGGTGCCCGCGTGCTGCTGGTGGACGCCAGCACGCACCCGAAGTTCGCGGTCGGCGAGTC 1980 
          G  A  R  V  L  L  V  D  A  S  T  H  P  K  F  A  V  G  E  S    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    1981 CACCATCCCGTACACGCTGGTGGCGCTGCGCACCATCGCCGAGCGCTACGACGTACCGGA 2040 
          T  I  P  Y  T  L  V  A  L  R  T  I  A  E  R  Y  D  V  P  E    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2041 GATCAAGACCCTGGCCACGTTCACCAACTGCACCAAGGTCATCGGCCCGCAGTTCGGAGT 2100 
          I  K  T  L  A  T  F  T  N  C  T  K  V  I  G  P  Q  F  G  V    
 
                  .         .         .         .     BamHI         . 
    2101 GAAGAAGCACTTCGGGTTCCTGCTGCACCGCGAGGGCGAGCCGCAGGATCCGCGCGAGGT 2160 
          K  K  H  F  G  F  L  L  H  R  E  G  E  P  Q  D  P  R  E  V    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2161 CAACCAGTTCGACACCCCCGGCCTGCTGCACGAGGCCAGCCACATGTACCGGCAGGCCAC 2220 
          N  Q  F  D  T  P  G  L  L  H  E  A  S  H  M  Y  R  Q  A  T    
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                  .         .         .         .         .         . 
    2221 CGACGCCTACCTGTTCCACGCGGCGGTCAAGTACGGCTGCGTGCCCCGGCAGAACTTCCG 2280 
          D  A  Y  L  F  H  A  A  V  K  Y  G  C  V  P  R  Q  N  F  R    
 
             SalI .SalI     .         .         .         .         . 
    2281 CGTCGTCGACGTCGACTTCGACGACGCCGGGGTGACCATCAGCGGCGGTGACGGCGAGCA 2340 
          V  V  D  V  D  F  D  D  A  G  V  T  I  S  G  G  D  G  E  Q    
 
                  .         SalI      .         .         .         . 
    2341 GTACCGCGCCCGGTACGTCGTCGACGCGTCCGGCTTCCGCTCGCCGCTGGCCGAGAAGTT 2400 
          Y  R  A  R  Y  V  V  D  A  S  G  F  R  S  P  L  A  E  K  F    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2401 CGCGCTGCGGGAGAACCCGTGCCGGATGAAGCACCACTCCCGGTCGCTGTGGAACCACAT 2460 
          A  L  R  E  N  P  C  R  M  K  H  H  S  R  S  L  W  N  H  M    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2461 GGTGAACGTGCCGCGCACCGACGCGCTGTTCGACCACTCCGCCGCCGACACTCCGCCGGT 2520 
          V  N  V  P  R  T  D  A  L  F  D  H  S  A  A  D  T  P  P  V    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2521 GCCCTGGTACGAGGGGACCGTGCACCACATGTTCGACCGGGGCTGGTTCTGGGTGATCGG 2580 
          P  W  Y  E  G  T  V  H  H  M  F  D  R  G  W  F  W  V  I  G    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2581 GTTCGACAACCACCCGGCCTCACGCAACCCGCTGTGCAGCGTCGGGCTGACCCTCGACGA 2640 
          F  D  N  H  P  A  S  R  N  P  L  C  S  V  G  L  T  L  D  E    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2641 GCGCAAGTACCCCAAGGACCCGTCGCTGACCCCGCAGCAGGAGTTCGAGTCGATGGCGGC 2700 
          R  K  Y  P  K  D  P  S  L  T  P  Q  Q  E  F  E  S  M  A  A    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2701 GCGCTATCCGGACATCGCCCGGCAGTTCGCCGGCGCCAACCCGGTCCGGGAGTGGGTCTC 2760 
          R  Y  P  D  I  A  R  Q  F  A  G  A  N  P  V  R  E  W  V  S    
 
                  .PstI     .         .         .         .         . 
    2761 GACCGATCGGCTGCAGTACTCGTCGAAGCAGACCGTCGGCGACCGGTGGTGCCTGCTGTC 2820 
          T  D  R  L  Q  Y  S  S  K  Q  T  V  G  D  R  W  C  L  L  S    
 
                  .      SalI         .  SmaI   .         .         . 
    2821 GCACGCGGCCGGGTTCGTCGACCCGCTGTTCTCCCGGGGGCTGTCCAACACCGCCGAGGC 2880 
          H  A  A  G  F  V  D  P  L  F  S  R  G  L  S  N  T  A  E  A    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    2881 GATCAACGCGCTGTCCTGGCGGCTGATCGCGGCGATCAAGGACGACGACTTCTCCCAGGA 2940 
          I  N  A  L  S  W  R  L  I  A  A  I  K  D  D  D  F  S  Q  E    
 
                  .   SalI  .  PstI   .         .         .         . 
    2941 GCGCTTCGAGTACGTCGACCGGCTGCAGCAGGGCCTGTTCGACTACAACGACGCCCTGGT 3000 
          R  F  E  Y  V  D  R  L  Q  Q  G  L  F  D  Y  N  D  A  L  V    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3001 CAACGCCTCGTTCATCGCGTTCAACCACTACGACCTGTGGACCGCGGTGTTCCGGATCTG 3060 
          N  A  S  F  I  A  F  N  H  Y  D  L  W  T  A  V  F  R  I  W    
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                BamHI       .         .         .         .         . 
    3061 GGCGTGGGGATCCAACGCCGGCACGTTCTTCCTCCAGGAGGCGCTGACGAAGTTCCTGCG 3120 
          A  W  G  S  N  A  G  T  F  F  L  Q  E  A  L  T  K  F  L  R    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3121 CGACGGCCGCGACGAGCACTTCCGCGCGCAGGAGGACGTGCCGCACCTCGGGCTGTACTG 3180 
          D  G  R  D  E  H  F  R  A  Q  E  D  V  P  H  L  G  L  Y  W    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3181 GCCCAGCCACGACGGTTACAAGAAGCTGTTCGACGAGATGATCGCGCAGACCGACGCGTA 3240 
          P  S  H  D  G  Y  K  K  L  F  D  E  M  I  A  Q  T  D  A  Y    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3241 CGAGCAGGGGCTGGTCACCGGCAAGCAGGCGGCGGACGCCCTCTACGACATCCTGGTGCA 3300 
          E  Q  G  L  V  T  G  K  Q  A  A  D  A  L  Y  D  I  L  V  H    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3301 CGCCGACTTCGTACCGAAGCACTTCGGGTTCGCCGACCGGAACCGCCGGTTCCTGCATCC 3360 
          A  D  F  V  P  K  H  F  G  F  A  D  R  N  R  R  F  L  H  P    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3361 GACGCCGAACGTGCTGCGCAAGACCGTCCGGTGGGCGATGCGGGAGGCGGACCCGGACGT 3420 
          T  P  N  V  L  R  K  T  V  R  W  A  M  R  E  A  D  P  D  V    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3421 GCGGCGCCTGATGATCGGCACGGGCAAGGAGGCGGTGAAGCGGAAGCTGACCGGTCGGAG 3480 
          R  R  L  M  I  G  T  G  K  E  A  V  K  R  K  L  T  G  R  R    
 
                  .         .         .         .         .         . 
    3481 GATCTTCTGATGACGGTCATCGACACCGCCACGTCGAACGGCCAGCGACCTCAGCACGAG 3540 
          I  F  *   
 
                  .         .         .         . 
    3541 GTCCCCGTCGTCCGCGTGCACACGTCCACCGCCCTGCTGGCGGC 3584 
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7.2 Abkürzungen für Aminosäuren 
A Ala Alanin 
R Arg Arginin 
N Asn Asparagin 
D Asp Asparaginsäure 
C Cys Cystein 
Q Gln Glutamin 
E Glu Glutaminsäure 
G Gly Glycin 
H His Histidin 
I Ile Isoleucin 
L Leu Leucin 
K Lys Lysin 
M Met Methionin 
F Phe Phenylalanin 
P Pro Prolin 
S Ser Serin 
T Thr Threonin 
W Trp Tryptophan 
Y Tyr Tyrosin 
V Val Valin 
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7.3 Restriktionskarten der konstruierten Plasmide 
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